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1.1. EL PARÁSITO 
Echinococcus granulosus es un cestodo de distribución cosmopolita que se 
transmite en un ciclo predador-presa, más frecuentemente entre perro y oveja. En su 
fase larvaria, denominada quiste hidatídico, es causante de la hidatidosis unilocular en 
diferentes herbívoros y omnívoros, denominados hospedadores intermediarios. Esta 
parasitosis se clasifica como una antropozoonosis, ya que el quiste hidatídico también 
afecta al hombre. 
E. granulosus es una de las cinco especies reconocidas dentro del género 
Echinococcus, y se encuadra dentro de phylum Platyhelmintes, con una posición 
taxonómica que se detalla en la figura 1. 
Figura 1. Clasificación taxonómica del género Echinococcus. 
Es importante mencionar que se han definido nueve genotipos dentro de la 
especie E. granulosus (G1 a G8 y G10), correspondientes a nueve cepas diferentes que se 
caracterizan, entre otros, por su especificidad de hospedador intermediario (Bowles y 
cols., 1992, 1994; Lavikainen y cols., 2003). El genotipo G9 fue descrito por Scott y cols. 
(1997) en quistes procedentes de humanos, sin embargo su estatus es controvertido 
porque no se encontró en estudios posteriores sobre aislados similares, y podría 
representar el genotipo G7 (Kedra y cols., 1999). 
    Phylum PLATYHELMINTES. 
 Clase CESTODA (Rudolphi 1804). 
    Subclase EUCESTODA Southwell, 1930. 
       Orden CYCLOPHYLLIDEA Beneden in Braun, 1900. 
  Familia TAENIIDAE Ludwig, 1886. 
     Género Echinococcus Rudolphi, 1801. 
        Especies: 
Echinococcus granulosus (Batsch 1786) Rudolphi, 1801. 
    Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863. 
    Echinococcus oligarthrus Diesing, 1863. 
    Echinococcus vogeli Rausch y Bernstein, 1972. 
    Echinococcus shiquicus Xiao y cols., 2006. 
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Los estudios llevados  a cabo para la designación de genotipos, además, podrían 
estar sobrestimando el número de cepas válidas, ya que pequeñas diferencias en la 
sustitución de nucleótidos fueron consideradas suficientes para distinguir diferentes 
genotipos incluso cuando solo se habían estudiado unos pocos especímenes o uno para 
cada genotipo. Por ejemplo, esto ocurre en el caso de los genotipos G1/2/3, donde solo 
se encuentran entre 1 y 3 nucleótidos diferentes en las secuencias COXI y NADH. 
Además no demuestran especificidad de hospedador intermediario y se dan 
conjuntamente (Rosenzvit y cols., 1999; Jenkins y cols., 2005; Vural y cols., 2008), de 
modo que no deberían ser consideradas cepas separadas (Thompson, 2008). Lo mismo 
ocurre con los genotipos G6 y G7, con solo un nucleótido diferente en la secuencia COXI 
y en la NADH (Bowles y cols., 1992). Nakao y cols. (2007) sugieren que estos dos 
genotipos deberían ser considerados como un único grupo genético, reclamando junto 
con otros autores la categoría de especie para los subgrupos formados por distintos 
genotipos. En la tabla 1 se muestran los distintos genotipos descritos y las especies 
sugeridas para E. granulosus. 
La cepa más frecuentemente asociada a la hidatidosis humana es la ovina (G1), 
aunque se ha encontrado un número significativo de casos humanos debidos a otras 
cepas en varias regiones del mundo, como la que se ha descrito en ovinos de Tasmania 
(G2), la cepa que afecta a camellos (G6), la suína (G7) y la encontrada en cérvidos (G8). 
También se han descrito algunos casos asociados a la cepa G5 (McManus, 2006). 
En España se han definido tres cepas genéticamente diferentes dentro de esta 
especie, adaptadas a ovejas, vacas, cabras, cerdos, jabalíes y humanos (G1), a equinos 
(G4) y a cerdos, jabalíes y cabras (G7) (Siles-Lucas y Cuesta-Bandera, 1992; 1996; Siles-
Lucas y cols., 1993; 1996; González y cols., 2002; Daniel-Mwambete y cols., 2004). 
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Tabla 1. Genotipos de Echinococcus granulosus descritos, especies propuestas, 
rango de hospedadores y distribución geográfica. 
Cepa (genotipo) - 
Especie propuesta 
HD HI 
Infecciones 
humanas 
Localización 
geográfica 
Oveja (G1), 
Oveja Tasmania (G2), 
Búfalo (G3) - 
E. granulosus 
Perro, zorro, 
hiena, dingo, 
chacal, lobo 
Oveja, vaca, 
yak, cerdo, 
camello, cabra, 
marsupiales, 
jabalí 
Muy comunes 
África, Australia, 
China, Europa, Oriente 
Medio, Rusia, América 
Caballo (G4) - 
E. equinus 
Perro 
Caballo y otros 
équidos 
Desconocidas 
Europa, Oriente 
Medio, África 
Vaca (G5) - 
E. ortleppi 
Perro Vaca Poco comunes 
Europa, África, India, 
Nepal, Rusia 
Camello (G6), 
Cerdo (G7), 
Cérvidos (G8, G10) - 
E. canadensis 
Perro, lobo, 
coyote 
Camello, oveja, 
cabra, cerdo, 
cérvidos 
(vaca?) 
Poco comunes 
Europa, Rusia, Oriente 
Medio, China, África, 
América 
Facoceros (G?) - 
E. felidis 
León Facocero Desconocidas África 
Adaptado de Torgerson y Budke (2003), Jenkins y cols. (2005) y McManus (2006). HD, 
hospedador definitivo; HI, hospedador intermediario. 
 
1.1.1. MORFOLOGÍA Y CICLO BIOLÓGICO 
El ciclo de transmisión de E. granulosus es un ciclo indirecto en el que, tal y como 
se refleja en la figura 2, un carnívoro actúa como hospedador definitivo (HD) y 
diferentes especies de mamíferos pueden ejercer de hospedadores intermediarios (HI). 
El hombre se considera un HI accidental. 
Los vermes adultos del parásito, de pocos milímetros de longitud y constituidos 
por un escólex armado con cuatro ventosas, el cuello y varios proglótides –normalmente 
en un máximo de cuatro-, se alojan en el intestino delgado del HD. Tras la fecundación 
de los vermes, que generalmente se lleva a cabo por autofecundación (Haag y cols., 
1999), éstos producen los huevos en el interior del último proglótide, denominado 
grávido, que se desprende del resto del verme adulto y sale al exterior con las heces del 
Introducción 
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cánido contaminando el medio, donde pueden ser ingeridos por los HI. En el medio 
externo, los huevos pueden mantener su viabilidad durante varios meses entre -30  C y 
30  C (Colli y Williams, 1972) hasta ser ingeridos por un HI. 
Tras la ingestión, los huevos eclosionan liberando en el intestino delgado del HI 
un embrión hexacanto de unos 20 µm de diámetro, denominado oncosfera. Estos 
embriones atraviesan la mucosa intestinal y alcanzan los capilares sanguíneos o 
linfáticos. A través de la circulación podrán llegar a diferentes tejidos -principalmente al 
hígado y al pulmón- donde la oncosfera se alojará, comenzando su transformación y 
desarrollo hasta adquirir sus características definitivas de quiste hidatídico, también 
denominado metacestodo, que es la fase larvaria del parásito. 
 
Figura 2. Ciclo biológico de E. granulosus en un ambiente doméstico. 
El metacestodo es un quiste unilocular, de forma esférica y relleno de un líquido 
claro denominado líquido hidatídico. El líquido hidatídico es una mezcla compleja de 
sales, lipoproteínas y otros compuestos orgánicos que son la principal fuente de 
antígenos para el inmunodiagnóstico (Rogan y cols., 2006). 
Escólices 
evaginados 
Intestino 
Proglótide grávido 
Heces 
HOSPEDADOR 
DEFINITIVO 
Verme 
adulto 
Intestino delgado 
Huevo embrionado 
MEDIO 
EXTERNO 
Quiste hidatídico 
Hígado, 
pulmón, otros 
Oncosfera 
Intestino 
HOSPEDADOR 
INTERMEDIARIO 
Protoescólices 
Interior del quiste 
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El quiste presenta una membrana interna celular, llamada capa germinal, y una 
capa externa acelular llamada capa laminar de variable grosor (varios milímetros) que 
es segregada por la capa germinal a través de sus microtriquias (figura 3). Cada quiste 
se encuentra rodeado de una capa de naturaleza granulomatosa producida por la 
migración de células inmunocompetentes del hospedador alrededor del quiste, que 
provocan la fibrosis del tejido alrededor del quiste, dando lugar a esta capa de tejido 
conectivo llamada capa adventicia (Thompson, 1986). A partir de la capa germinal, y 
más concretamente a partir de células no diferenciadas de la misma, se desarrollan 
internamente pequeñas vesículas llamadas cápsulas prolígeras, donde se producen los 
protoescólices mediante división asexual, denominándose a los quistes que contienen 
protoescólices quistes fértiles. 
 
 
Figura 3. Estructura del quiste hidatídico. Imágenes obtenidas por microscopía 
convencional (1), electrónica de transmisión (2) y electrónica de barrido (3). Capa 
adventicia (a), laminar (b) y germinativa (c); cápsula prolígera (d) y protoescólex (e). De la 
capa germinativa, se derivan microtriquias (c1 en 2). Hacia el interior, la capa germinativa 
presenta células no diferenciadas (c2), que darán lugar a las cápsulas prolígeras (d), en 
cuyo interior se producen los protoescólices (e). Barras: 10 μm (1), 4 μm (2), 0,5 μm (3). 
Parcialmente adaptado de http://www.dpd.cdc.gov y de Hemphill y cols. (2010). 
El ciclo parasitario se cierra cuando el HD se alimenta de las vísceras de 
animales con quistes, de modo que cada protoescólex se evaginará al llegar al 
duodeno del HD en respuesta a los cambios de pH y exposición a la bilis (Smyth y 
Howkins, 1966). Tras su activación, los escólex se enganchan a la mucosa intestinal 
penetrando profundamente entre las microvellosidades. Comenzará entonces el 
crecimiento del verme a partir de la zona del cuello, formándose los proglótides y 
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madurando hasta dar lugar a los proglótides grávidos, que contienen entre 600-800 
huevos cada uno. 
El parásito puede perpetuarse en ciclos domésticos o en ciclos silvestres. Los 
ciclos domésticos están asociados a explotaciones ganaderas donde los ovinos son 
mayoritarios y donde normalmente el perro va a actuar como hospedador definitivo 
(figura 2). En los ciclos silvestres pueden estar involucrados carnívoros y ungulados que 
actuarán como reservorios del parásito. A este respecto, se ha descrito la presencia de 
vermes adultos de E. granulosus en el lobo ibérico (Sobrino y cols., 2006) y de quistes 
hidatídicos en jabalíes de la península ibérica (Martín-Hernando y cols., 2008), que 
resultan pertenecer al genotipo G1, por lo que los ciclos silvestres son potencialmente 
infectantes para el hombre. 
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1.2. EPIDEMIOLOGÍA 
La hidatidosis tiene una distribución cosmopolita (figura 4), con regiones 
endémicas en muchos países de la cuenca del Mediterráneo, en el norte y este de 
África, oeste y centro de Asia, China, América del Sur y Australia (McManus y cols., 
2003; Jenkins y cols., 2005; Romig y cols., 2006). 
 
Figura 4. Distribución mundial de la hidatidosis causada por Echinococcus 
granulosus.http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_echinococcosis_2
009.png 
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En España, la hidatidosis es considerada endémica aunque la infección no 
tiene una distribución geográfica homogénea (figura 5). Históricamente, las regiones 
más afectadas han sido Aragón, Castilla La Mancha, Castilla y León, Extremadura, 
Navarra y La Rioja, siendo todas ellas importantes áreas de pastoreo extensivo de 
ovinos (Carmena y cols., 2008). 
 
 
Figura 5. Incidencia media de hidatidosis humana en España por Comunidades 
Autónomas, para el período 2000-2005. La incidencia viene expresada como número de 
casos por 100.000 habitantes. ND- no declarada. Fuente: Centro Nacional de Epidemiología 
(http://193.146.50.130/; adaptado de Carmena y cols., 2008). 
 
La hidatidosis ha sido una enfermedad de declaración obligatoria desde el año 
1982 al 1996 en nuestro país. Los datos oficiales mostraban una incidencia de 2,52 
casos por 100.000 habitantes en 1985. Tras la aplicación de programas de control 
específicos, que se llevan a cabo en su fase de ataque entre 1986 y 1990 en distintas 
regiones del país, y que se basaron principalmente en el tratamiento periódico de los 
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perros con praziquantel, la incidencia se estimó en 1,01 casos/100.000 habitantes en 
el año 1996 (Gutiérrez y cols. 2003). 
Desde que la hidatidosis dejó de ser una enfermedad de declaración 
obligatoria, es difícil realizar un cálculo acerca del número de casos, ya que no todos 
son notificados y las diferentes fuentes arrojan resultados distintos (Rojo-Vázquez y 
cols., 2011; tabla 2). Así, se considera que en los últimos años el número de casos ha 
sido claramente subestimado (Pardo y cols., 2005). 
 
Tabla 2. Casos por 100.000 habitantes de hidatidosis en España declarados por 
distintos medios desde el año 2000 hasta el 2008. 
 AÑO 
FUENTE 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 
EDOs 0,45 0,45 0,48 0,43 0,39 0,37 0,54 0,40 0,40 
EFSA ND ND ND ND <0,01 0,20 0,20 0,30 0,20 
SIM 0,10 0,02 0,08 0,06 0,02 <0,01 0,00 0,06 0,03 
CMBS 2,04 1,75 1,75 1,74 1,80 1,39 ND ND ND 
CyL 1,62 1,70 2,84 2,11 2,00 1,88 2,97 1,90 ND 
Fuentes: Ministerio de Sanidad de España para “Enfermedades de Declaración Obligatoria” 
(EDOs, http://www.msc.es/estadEstudios/estadisticas/estadisticas 
/estMinisterio/declarObligatoria.htm), European Food Safety Authority (EFSA, 
www.efsa.europa.eu), “Sistema de Información Microbiológica” (SIM, 
http://www.msc.es/estadEstudios/estadisticas/estadisticas/estMinisterio/microbiologica.
htm), “Conjunto Mínimo Básico de Datos” (CMBS, http://www.msc.es/ 
estadEstudios/estadisticas/cmbd.htm), y Consejeria de Sanidad y Bienestar Social de la 
Junta de Castilla y León (CyL, http://www.saludcastillayleon.es/profesionales/ 
es/informacion-epidemiologica). ND, no disponible. 
La situación de la hidatidosis cambió en aquellos países en los que se 
implementaron programas de control, y donde posteriormente se aplicaron medidas 
que indirectamente dificultan el ciclo parasitario, relacionadas con la mayor vigilancia 
para la recogida e incineración de animales muertos, motivada por otras patologías 
como el llamado mal de las vacas locas y la lengua azul (Rojo-Vázquez y cols., 2011). 
Sin embargo, la descontinuación de los programas de control parece resultar en un 
repunte de la enfermedad hidatídica en ciertas zonas, incluyendo España. 
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En consonancia con estas observaciones, varias publicaciones recogen datos 
que apuntan a una posible re-emergencia de la hidatidosis en diferentes regiones de 
Europa donde los programas de control han cesado, como por ejemplo Gales (Buishi y 
cols., 2005), España (Pardo y cols., 2005), Grecia (Sotiraki y Chaligiannis., 2010), 
Rumanía (Calma y cols., 2011) y otros (Dakkak, 2010). En España, el número de casos 
humanos declarados oficialmente en el año 2006 era de 0,54 casos/100.000 
habitantes, siendo el mayor índice en los últimos 7 años. En este año, se registraron 
casos pediátricos, lo que indica una transmisión activa del parásito (Rojo-Vázquez y 
cols., 2011). 
Otra evidencia de una re-emergencia es el incremento en la tasa de incidencia 
de E. granulosus en el hospedador definitivo. Aunque los trabajos publicados acerca 
de la prevalencia en perros antes y después de un programa de control son pocos y 
normalmente se refieren a una región concreta, sus resultados sugieren que tanto en 
España como en otros países de Europa los perros de áreas rurales y semi-rurales 
siguen siendo un factor de riesgo importante (Buishi y cols., 2005; Benito y cols., 
2006; Rojo-Vázquez y cols., 2011). Además del perro, otros hospedadores definitivos 
no domésticos, como el lobo ibérico, podrían tener un papel en la transmisión y 
mantenimiento del ciclo, ya que en los últimos años ha aumentado su población por 
las políticas de protección. Además, son capaces de desarrollar la equinococosis de 
genotipo G1, eminentemente zoonótico, lo cual representa un riesgo potencial de 
infección humana. En otros países europeos como Bielorrusia, Bulgaria, Italia y 
Finlandia, también se han encontrado lobos parasitados con E. granulosus mostrando 
resultados de prevalencia similares a los encontrados en España (Rojo-Vázquez y 
cols., 2011). 
En cuanto a la prevalencia de la hidatidosis en animales, en nuestro país los 
datos oficiales de prevalencia en animales domésticos entre los años 2000-2008 
recogidos en los correspondientes informes anuales del “European Food Safety 
Authority” muestran una ligera disminución, excepto en el caso de ovinos y caprinos 
donde la tasa sube desde un 0,98% a un 3,68%. También se observa un incremento 
en animales silvestres como jabalíes y cérvidos (Rojo-Vázquez y cols., 2011), lo cual 
también sugiere cierta re-emergencia de la enfermedad. 
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En la actual situación (últimos 10 años), los gastos generados por la 
hidatidosis son cuantiosos, tanto en países desarrollados como en aquellos en vías de 
desarrollo, calculándose a nivel global pérdidas en sanidad humana y animal de cerca 
de tres billones de dólares al año (Budke y cols., 2006). 
En España, las pérdidas económicas atribuidas a la infección por E. granulosus 
en humanos y animales en el año 2005 fueron estimadas en 148.964.534 euros. De 
esta cantidad, 133.416.601 euros se corresponderían a los gastos en diagnóstico, 
tratamientos quirúrgicos y farmacológicos, cuidados médicos y hospitalización que 
conllevan los casos humanos. Las pérdidas generadas por los animales infectados se 
estiman en 15.532.242 euros como consecuencia de la falta de ingresos por la 
retirada de las vísceras infectadas y una reducción de la productividad debida a la 
disminución en el crecimiento del animal, disminución en la producción de leche y en 
la fecundidad (Benner y cols., 2010). 
Esta trascendencia económica, junto con sus repercusiones sociales, han 
propiciado que la hidatidosis sea reconocida recientemente como una enfermedad 
“olvidada” por la Organización Mundial de la Salud, que la ha integrado dentro de las 
siete enfermedades zoonóticas más importantes del mundo en relación a las pérdidas 
en el ámbito humano y animal (http://www.who.int/zoonoses/ 
neglected_zoonotic_diseases/en/index.html), y también por la Unión Europea, que ha 
priorizado recientemente la investigación en este campo (http://www.discontools. 
eu/home/disease_home). 
 
1.3. PATOGENIA, PATOLOGÍA Y CLÍNICA 
Si nos referimos a la equinococosis, en el hospedador definitivo la presencia de 
los vermes adultos, a pesar de que penetran profundamente entre las vellosidades del 
intestino delgado, no va a tener efectos patogénicos ni siquiera en animales con alta 
carga parasitaria, por lo que las infecciones son generalmente asintomáticas (Eckert y 
Deplazes, 2004). 
La hidatidosis, sin embargo, sí suele resultar en una enfermedad crónica con 
distintos signos y síntomas. Alrededor del 60-80% de las hidatidosis primarias en 
humanos consisten en un quiste único, y entre el 20-40% de los individuos tienen 
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múltiples quistes, a veces con más de un órgano involucrado (Moro y Schantz, 2009). 
Se ha descrito que ningún parásito produce lesiones en tan diversas localizaciones 
anatómicas como el metacestodo de E. granulosus (Schantz, 1972), pero el hígado es el 
órgano más comúnmente afectado (alrededor del 65% de los casos), seguido por los 
casos pulmonares (25% de los casos), siendo menos frecuente la afectación de bazo, 
riñones, corazón, huesos y sistema nervioso central. La ultrasonografía ha mostrado 
que los quistes pueden crecer entre 1 y 50 mm por año, dependiendo del órgano en el 
que se alojen. También pueden no mostrar cambios, disminuir de tamaño o romperse 
espontáneamente y colapsar (Brunetti y cols., 2010). 
Durante su evolución natural, los quistes pueden pasar por diferentes etapas de 
desarrollo y viabilidad, clasificándose con respecto a lo dictado por el “Informal 
Working Group on Echinococcosis” de la OMS (Informal Working Group, 2003), 
basada en la clasificación anterior de Gharbi (1981). Según la apariencia de la lesión 
en una ultrasonografía, se clasifican en quistes activos (CL, CE1 y CE2), transicionales 
(CE3a y CE3b) e inactivos (CE4 y CE5). Esta clasificación y su significado se detallan 
más adelante, en el apartado correspondiente de la sección “Diagnóstico y 
seguimiento de la hidatidosis” (ver tabla 3). 
El efecto de variables internas o externas como la naturaleza e intensidad de la 
respuesta inmune, infecciones bacterianas y la comunicación del quiste con otras 
estructuras como el árbol biliar, pueden influir en esta evolución (Rogan y cols., 
2006). Esta evolución será espontánea en un porcentaje de pacientes, pero también 
puede ser forzada por tratamiento. En algunos casos, estadios quísticos “avanzados” 
pueden retroceder a estadios anteriores, dependiendo de la viabilidad de los tejidos 
parasitarios dentro del quiste, de modo que si existen porciones viables de la lámina 
germinal o protoescólices, el quiste será capaz de regenerarse, mientras que los 
quistes inactivos no podrán sufrir una regresión (figura 6). Con respecto a esto, existe 
cierta polémica acerca de la clasificación de quistes tipo CE4 como inactivos, puesto 
que se ha observado en ocasiones su regresión a quistes transicionales (p. ej., 
Stojkovic y cols., 2009; Zhang y cols., 2011). 
Debido a todas estas variables (localización, número y estado de los quistes; 
respuesta inmune, complicaciones, etc), la clínica de la hidatidosis es muy compleja y 
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por tanto el manejo de los pacientes con esta enfermedad también lo es (Eckert y 
Deplazes, 2004; Junghanss y cols., 2008; Brunetti y Junghanss, 2009).  
 
 
 
Figura 6. Posible progresión de un quiste hidatídico en el tiempo. Adaptado de Rogan y 
cols. (2006). 
La patogenia de la enfermedad se debe generalmente a los factores mecánicos y a 
la respuesta inflamatoria local que conlleva el crecimiento del quiste, de modo que la 
fase inicial de la infección primaria casi siempre es asintomática. Los quistes 
pequeños, bien encapsulados o calcificados no suelen inducir manifestaciones clínicas 
y los pacientes podrían mantenerse asintomáticos durante años o de forma 
permanente. Los síntomas suelen presentarse cuando los quistes alcanzan un cierto 
tamaño, como resultado de la presión ejercida sobre los tejidos adyacentes. Los 
síntomas también pueden estar relacionados con la liberación de componentes 
parasitarios, que si es brusca puede dar lugar a reacciones de hipersensibilidad y en 
ocasiones la muerte por choque anafiláctico. Si el quiste es fértil, es decir contiene 
protoescólices, la liberación de su contenido también puede conducir a la aparición, a 
largo plazo, de hidatidosis secundaria, producto de la diseminación y transformación 
en quistes de los protoescólices que contuviese el quiste primigenio. En algunas 
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ocasiones la calcificación de los quistes también puede alterar la funcionalidad del 
órgano de implantación. 
En cuanto a la patología y sintomatología, ésta depende de la localización 
quística. La hidatidosis hepática puede causar dolor vago en el hipocondrio derecho, 
atonía de la vesícula biliar, dispepsia, hepatomegalia, hipertensión portal, ascitis, cirrosis 
biliar, y otros síntomas asociados a esta localización. Si se produce la ruptura del quiste 
con vertido al árbol biliar puede dar lugar a colangitis y colestasis (Eckert y Deplazes, 
2004). En la hidatidosis pulmonar pueden presentarse síntomas como tos crónica, 
expectoración, pleuritis, disnea, hemoptisis, abscesos pulmonares, atelectasia, 
derrame pleural, vómica y neumotórax, entre otras manifestaciones (Morar y 
Feldman, 2003). Los quistes localizados en el sistema nervioso central normalmente 
son diagnosticados en fases más tempranas que los que se encuentran en otras 
localizaciones, debido a los desórdenes neurológicos tempranos que inducen. En 
localizaciones atípicas como los huesos, se forman masas vesiculares que horadan el 
tejido, produciendo osteolisis. En cualquier caso, los síntomas y signos suelen ser no 
patognomónicos. 
 
1.4. TRATAMIENTO 
Actualmente son principalmente cuatro las modalidades de tratamiento que se 
aplican según cada caso: cirugía, drenaje percutáneo, tratamiento farmacológico con 
benzimidazoles, y watch and wait (mirar y esperar) (WHO Informal Working Group, 
1996; Junghanss y cols., 2008; Stojkovic y cols., 2009; Brunetti y cols., 2010). Cada 
tipo de tratamiento se decide fundamentalmente dependiendo del tipo de quiste 
según la clasificación ultrasonográfica de la OMS (Informal Working Group, 2003), y 
también dependiendo de la presencia y tipo de complicaciones. 
 
1.4.1. CIRUGÍA 
La cirugía es el tratamiento elegido para quistes complicados tales como 
quistes con posibilidad de ruptura, con infección bacteriana, comunicados con el 
árbol biliar o que estén ejerciendo presión en órganos vitales adyacentes (Junghanss 
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y cols., 2008). La cirugía no se recomienda para el tratamiento de quistes 
asintomáticos inactivos, quistes de difícil acceso o quistes muy pequeños (Brunetti y 
cols., 2010). 
Los procedimientos quirúrgicos más utilizados pueden ser divididos en 
radicales, conservativos y paliativos. En la cirugía radical se extrae el quiste al 
completo, incluyendo el periquiste (periquistectomía). En los procedimientos 
conservativos solo se extrae el material parasitario, realizando una quistectomía 
abierta con o sin omentoplastia, dejando finalmente un residuo quístico o parte del 
periquiste. Los tratamientos paliativos consisten en el drenaje de quistes infectados o 
quistes que comunican con el árbol biliar. Aunque las intervenciones radicales 
presentan mayor riesgo intraoperatorio también conllevan un menor número de 
relapsos (hidatidosis secundaria) y de complicaciones postoperatorias que los 
procedimientos conservativos (Brunetti y Junghanss, 2009). Sin embargo, pueden 
surgir complicaciones, incluso tras procedimientos quirúrgicos radicales, con 
morbilidad, mortalidad y relapsos que pueden llegar al 32%, 8% y 20%, 
respectivamente, en el caso de quistes hepáticos (Junghanss y cols., 2008). 
Sobre la profilaxis para minimizar el riesgo de hidatidosis secundaria por 
vertido de protoescólices, actualmente se recomienda el uso de una solución 
hipertónica salina al 20% en contacto con la capa germinal por al menos 15 minutos 
(Brunetti y cols., 2010). Se aconseja también un tratamiento preoperatorio con 
albendazol o mebendazol empezando al menos una semana antes de la cirugía, y 
continuado tres meses tras la intervención (Junghanss y cols., 2008). El tratamiento 
tras la intervención podrá ser mantenido durante más o menos tiempo según las 
características que presentara el quiste (Creţu y cols., 2012). Sin embargo, estas 
recomendaciones no se basan en evidencias contrastadas, y reciben una fuerza y 
grado de validez BIII según la clasificación propuesta por los Servicios Nacionales de 
Salud del Reino Unido (Junghanss y cols., 2008; 
http://www.cebm.net/index.aspx?o=1025). 
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1.4.2. DRENAJE PERCUTÁNEO 
El drenaje percutáneo se realiza mediante técnicas mínimamente invasivas 
que presentan un riesgo menor que la cirugía. Además el coste de la punción junto 
con la quimioterapia suele ser más bajo que el tratamiento quirúrgico clásico puesto 
que son necesarios menos días de hospitalización. Las técnicas de drenaje percutáneo 
pueden dividirse en dos tipos. Las primeras serían aquellas dirigidas a la destrucción 
de la lámina germinal (punción quística, aspiración de parte de su contenido, 
inyección de un agente escolicida y reaspiración del contenido; PAIR), y las segundas 
estarían dirigidas a la evacuación del endoquiste entero, también conocidas como 
técnicas de cateterización modificadas. (Brunetti y cols., 2010). En ambos casos, 
quedará un espacio antes ocupado por el material quístico, que se denomina cavidad 
residual. 
Los agentes escolicidas más utilizados para la inyección intraquística en los 
tratamientos percutáneos son las soluciones salinas hipertónicas (15-20%) y el 
alcohol. Sin embargo, se están investigando otros componentes con el fin de 
encontrar un agente escolicida que no dañe el epitelio biliar (Brunetti y Junghanss, 
2009). La inyección directa de mebendazol se ha llevado a cabo con éxito en animales 
y humanos. Sulfóxidos derivados del albendazol se han probado en animales con 
resultados positivos pero aún no han sido probados en humanos (rev. in Brunetti y 
Junghanss, 2009). 
El PAIR está indicado para pacientes inoperables, aquellos que rechazan la 
cirugía, en casos de relapso tras cirugía o fallo a la respuesta a benzimidazoles. Los 
mejores resultados con PAIR junto con tratamiento con benzimidazoles se han dado 
en quistes CE1 y CE3a de diámetro mayor a 5 cm (Brunetti y cols., 2010). El PAIR se 
ha realizado en el tratamiento de quistes hepáticos o situados en la cavidad 
abdominal, bazo, riñón y huesos, pero está contraindicado para quistes pulmonares. 
Tampoco se recomienda para quistes hepáticos localizados superficialmente, por un 
riesgo mayor de vertido de su contenido en la cavidad abdominal, ni en quistes con 
múltiples vesículas internas, como algunos CE2 y CE3b, ya que según varios estudios 
con seguimiento, estos tipos quísticos tienden a sufrir regeneración quística tras el 
PAIR (Brunetti y Junghanss, 2009). El PAIR tampoco es la técnica recomendada para 
Introducción 
 35 
casos de quistes inactivos o calcificados (CE4 y CE5), quistes con lesiones ecogénicas 
que denoten algún contenido semisólido o estromatoso, ni quistes con fístula biliar 
(WHO Informal Working Group, 1996; Brunetti y cols., 2010). 
Los riesgos asociados al PAIR son los mismos presentes en cualquier 
tratamiento percutáneo hepático como aparición de una fístula biliar tras la 
descompresión intraquística, colangitis esclerosante debido a la llegada del agente 
escolicida a los vasos biliares, regeneración quística por persistencia de vesículas 
hijas, reacciones anafilácticas e hidatidosis secundaria (Junghanss y cols., 2008). 
Otros tratamientos percutáneos alternativos al PAIR se suelen aplicar para 
casos de quistes difíciles de drenar por su contenido sólido (CE2 y CE3b). Estas 
técnicas están dirigidas a la extracción completa del endoquiste y quistes hijos de la 
cavidad quística utilizando catéteres de mayor calibre que en el caso del PAIR 
(Brunetti y cols., 2010). Existen varias alternativas en uso como el PEVAC 
(Percutaneous EVACuation), MoCaT (Modified Catheterization Technique) y DMFT 
(Dilatable Multi-Function Trocar) (Junghanss y cols., 2008). El uso de estas técnicas de 
cateterización es más reciente que el PAIR, y por eso aún no se dispone de 
información suficiente para sacar conclusiones acerca de su eficacia. 
 
1.4.3. TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 
Dos benzimidazoles, albendazol y mebendazol, son los únicos componentes 
que han sido utilizados en el tratamiento farmacológico de la hidatidosis en humanos. 
Los benzimidazoles actúan a nivel del citoesqueleto parasitario, uniéndose a la beta 
tubulina impidiendo su polimerización para la formación de los microtúbulos e 
induciendo la despolimerización de los ya formados (Hemphill y cols., 2010). 
Aparentemente estos fármacos primero actuarían sobre las capas externas del quiste, 
llevando a una marcada reacción inflamatoria que alteraría la homeostasis 
parasitaria, provocando la pérdida gradual de vitalidad de los protoescólices y la capa 
germinal, de modo que su actividad es potenciada por la respuesta inmune del 
individuo infectado (Teggi y cols., 1993). Estos compuestos son potencialmente 
capaces de matar el metacestodo y por tanto de curar a los pacientes con quistes 
activos (Vuitton, 2009). Actualmente el albendazol es el fármaco de elección por su 
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mejor absorción a nivel del intestino necesitandose, por tanto, una dosis diaria menor 
(Brunetti y Junghanss, 2009). 
El praziquantel es otro fármaco frecuentemente mencionado en la literatura. 
Se ha visto que presenta una elevada eficacia frente a protoescólices y frente a 
metacestodos en animales de experimentación (Siles-Lucas y Hemphill, 2002; 
Hemphill y cols., 2010). Revisiones recientes indican que hoy día hay evidencias que 
apoyan su uso combinado con albendazol como terapia pre- y post-cirugía para la 
profilaxis de hidatidosis secundaria, con mayor eficacia que el uso de albenzadol 
solamente (Brunetti y Junghanss, 2009). 
Un factor importante en el éxito del tratamiento es su duración, ya que cuanto 
más prolongado sea, menor será la probabilidad de reactivación de los quistes 
(Hemphill y cols., 2010) y mayor la probabilidad de mejora en cuanto a evidencias de 
imagen o clínicas (Junghanss y cols., 2008). El tratamiento típicamente suministrado 
consiste en ciclos de 1 a 6 meses con una discontinuación de 10 a 14 días entre ciclos 
(Smego y Sebanego, 2005). 
La dosis recomendada para el albendazol es de 10-15 mg/kg/día divididos en 
dos dosis a ingerir con alimentos grasos. Estas cantidades podrán ser modificadas de 
acuerdo a las características del quiste y a su localización (Creţu y cols., 2012). El 
mebendazol es absorbido peor y por eso su toma es mayor, de 40 a 50 mg/kg/día en 
tres dosis con comidas grasas. El praziquantel se puede administrar en dosis de 40 
mg/kg/semana combinado con albendazol. (Brunetti y cols., 2010). 
Las indicaciones para el tratamiento con benzimidazoles han ido cambiando a 
lo largo de los años. En general la quimioterapia está indicada para los casos de 
quistes no operables y pacientes con múltiples órganos afectados o quistes 
peritoneales (Junghanss y cols., 2008). Además, trabajos recientes han mostrado que 
hay una fuerte asociación de la eficacia del tratamiento con el tamaño y estadio 
quístico, respondiendo mejor a la terapia aquellos quistes de diámetro menor a 6 cm 
y en estadio CE1, ya que presentan unas paredes más finas que quistes en otros 
estadios más avanzados, mientras que los quistes CE2 y CE3 con vesículas hijas en su 
interior y paredes más gruesas responden pobremente al tratamiento, y tienen un 
alto índice de “regeneración” (Stojkovic y cols., 2009; Li y cols., 2011). También se ha 
encontrado relación entre la efectividad y la edad del paciente (el tratamiento 
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funciona mejor en pacientes jóvenes), así como con el órgano afectado (p. ej., quistes 
localizados en los huesos son menos susceptibles a la quimioterapia) (Hemphill y 
Müller, 2009). La quimioterapia está contraindicada para quistes grandes y con riesgo 
de ruptura (porque estén situados superficialmente o bien porque están infectados) y 
no es necesaria para quistes inactivos. Tampoco deberían ser tratados los pacientes 
con enfermedades que afecten el metabolismo de fármacos (Junghanss y cols., 2008). 
 
1.4.4. “WATCH AND WAIT” 
La experiencia adquirida en años recientes con respecto al tratamiento 
“observar y esperar”, que sigue la evolución quística por técnicas de imagen en 
pacientes a los que no se les aplica tratamiento alguno, hace que en varios centros 
una sustancial proporción de los pacientes con hidatidosis sean tratados de este 
modo (Brunetti y Junghanss, 2009). Esta aproximación clínica se basa en dos 
hallazgos principalmente (Junghanss y cols. 2008): (i) una gran proporción de los 
quistes siguen una evolución natural y espontánea hacia la calcificación, y (ii) los 
quistes que ya han llegado a este estadio van a ser estables y se mantendrán así. El 
período de tiempo adecuado para tal monitorización se calcula en 10 años, y se aplica 
a pacientes sin complicaciones y generalmente sin síntomas (Junghanss y cols., 2008). 
 
1.5. DIAGNÓSTICO Y SEGUIMIENTO DE LA HIDATIDOSIS 
El diagnóstico de la hidatidosis humana se suele abordar utilizando una 
técnica de imagen. Si ésta da lugar a un resultado que sugiere la presencia del 
parásito, generalmente se recurre a una segunda prueba diagnóstica para su 
confirmación. En el ámbito de la investigación, se han desarrollado numerosas 
pruebas inmunológicas para la detección de antígenos, anticuerpos y citocinas, y 
también técnicas basadas en la histología y la reacción en cadena de la polimerasa 
para evidenciar la presencia de material parasitario en muestras clínicas, pero las 
más específicas y sensibles a nivel de desarrollo no han llegado a ser implementadas 
como pruebas rutinarias en clínica, por lo que todavía encontramos problemas 
asociados al diagnóstico de la hidatidosis. 
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Un segundo problema es el abordaje del seguimiento de pacientes con 
hidatidosis. Como ya hemos comentado, existen cuatro alternativas principales de 
manejo clínico: cirugía, drenaje percutáneo, quimioterapia con benzimidazoles y 
watch and wait. Teniendo en cuenta que el riesgo de recurrencia es relativamente alto 
en el caso de la cirugía, y que las técnicas de drenaje o el tratamiento farmacológico 
también tiene un porcentaje de fallo y de regresión, la diferenciación entre pacientes 
con buena progresión (hacia quistes inactivos) y pacientes curados de aquellos 
pacientes con recurrencias, potenciales estados regresivos y no curados, es un 
aspecto clave para la evaluación del éxito o fracaso del manejo clínico de la 
hidatidosis (Carmena y cols., 2007; Frider y Larrieu. 2010). Para el seguimiento de 
pacientes, la aproximación y los problemas son similares a los encontrados con el 
diagnóstico, puesto que se desarrollan y aplican las mismas técnicas o similares a las 
utilizadas en el mismo. 
 
1.5.1. TÉCNICAS DE IMAGEN 
Las técnicas de imagen aplicadas al diagnóstico de quiste hidatídico en 
humanos son principalmente la radiografía, ultrasonografía, tomografía axial 
computerizada y resonancia magnética. La radiografía convencional es útil para 
localizaciones torácicas y óseas. La tomografía computerizada y la resonancia 
magnética están indicadas en localizaciones subdiafragmáticas, hidatidosis 
diseminada, localizaciones extra-abdominales, en quistes complicados y en la 
evaluación pre-quirúrgica (Brunetti y cols., 2010). 
La ultrasonografía es la técnica más utilizada de todas ellas debido a su gran 
utilidad a la hora de definir número, localización, tamaño y viabilidad de los quistes 
hidatídicos en el hígado y cavidad abdominal, que son los más frecuentes (Moro y 
Schantz, 2009). Otras ventajas son que es bien tolerada por la población, es capaz de 
detectar quistes en etapas relativamente tempranas, hace posible la identificación del 
tipo de quiste y su realización conlleva un bajo coste (Eckert y Deplazes, 2004). 
Además es una técnica disponible en cualquier centro sanitario de países 
desarrollados, y tras la introducción de máquinas portátiles se ha facilitado mucho su 
utilización en trabajos de campo para determinadas áreas endémicas, en 
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comunidades rurales y zonas de difícil acceso donde otro tipo de técnicas de imagen 
no se podrían aplicar (Informal Working Group, 2003). De este modo, esta técnica ha 
sido ampliamente utilizada en el cribado de poblaciones (p. ej., Cohen y cols., 1998; 
Moro y cols., 2005; Kilimcioğlu y cols., 2006; Gavidia y cols., 2008; Del Carpio y cols., 
2012), demostrándose su utilidad en estudios epidemiológicos (Rogan y cols., 2006). 
La ultrasonografía también es utilizada en el seguimiento de pacientes, 
independientemente del manejo clínico que se lleve a cabo, ya que nos permite 
detectar hidatidosis secundarias cuando los quistes alcanzan un tamaño determinado 
y definir la evolución quística (Frider y Larrieu, 2010; Gocan y cols., 2010; Del Carpio 
y cols., 2012). 
El WHO Informal Working Group on Echinococcosis (IWGE), tal y como ya se 
ha mencionado, propuso en 2003 una clasificación estandarizada de las distintas 
imágenes obtenidas por ultrasonografía para quistes hepáticos, que derivaba de una 
clasificación anteriormente propuesta por Gharbi (1981). El objetivo de estas claves 
fue facilitar la interpretación de las imágenes, establecer cierta uniformidad de 
criterios y el entendimiento de la evolución del quiste hidatídico a través de los 
cambios observados (Junghanss y cols., 2008). La clasificación agrupa los quistes en 
tres grupos relevantes (Brunetti y Junghanss, 2009): (i) CE1 y CE2 que normalmente 
son quistes fértiles que contienen protoescólices viables, (ii).CE3a (con las capas 
endoquísticas desprendidas hacia el interior del quiste) y CE3b (con contenido 
interno prácticamente sólido y con vesículas hijas), que aunque están dentro de la 
categoría de quistes transicionales, se ha mostrado hace poco que son normalmente 
viables (Hosch y cols., 2008), y (iii) CE4 y CE5 que son quistes sin actividad biológica 
o prácticamente nula, parcial o totalmente calcificados. Esta clasificación es de 
utilidad también para el seguimiento de pacientes y en la toma de decisiones sobre el 
tipo de tratamiento más conveniente en cada caso, como ya se ha mencionado en 
apartados anteriores (Eckert y Deplazes, 2004). El aspecto del quiste en cada uno de 
los grupos y la clasificación propuesta por la OMS (2003), en comparación con la 
original de Gharbi (1981), se muestran en la tabla 4. 
Sin embargo, la ultrasonografía aplicada al diagnóstico de la hidatidosis 
también presenta desventajas, como su inaplicabilidad para la detección de quistes en 
otras localizaciones distintas al hígado y abdomen. Además, el diagnóstico diferencial 
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con esta técnica para lesiones con imagen similar a la de un quiste hidatídico (figura 
7) es en algunos casos complicado. Su utilidad para el seguimiento de pacientes 
sometidos a tratamiento farmacológico puede inducir a equívoco, puesto que se ha 
observado que ciertas lesiones evolucionan hacia quistes potencialmente inactivos 
(CE4) que tras la descontinuación del tratamiento retornan a estados transicionales, 
ya que la ultrasonografía es todavía un método poco fino para detectar alteraciones 
mínimas en las membranas hidatídicas y la degeneración de la capa germinal. Por 
último, la detección de nuevos quistes (hidatidosis secundaria) es tardía, 
dependiendo de un tamaño mínimo de los quistes para poder ser detectados por esta 
técnica (Rigano y cols., 2002; Rogan y cols., 2006; Ben Nouir y cols., 2009; Tamarozzi 
y cols., 2010; Frider y Larrieu, 2010). Además de carecer en ocasiones de suficiente 
sensibilidad o especificidad, la ultrasonografía no está disponible en la práctica clínica 
de muchas zonas donde la hidatidosis es endémica o hiperendémica, especialmente 
en zonas deprimidas económicamente de países en vías de desarrollo. 
 
 
Figura 7. Distintas lesiones hepáticas detectadas por ultrasonografía con un aspecto similar a 
un quiste hidatídico, pero de distinta etiología. a, Cirrosis; b, Hepatitis; c, Esteatosis; d, 
Poliquistosis; e, Hematomas; f, Absceso amebiano; g, Neoplasia; h, Hiperplasia nodular focal; 
i, Adenoma; j, Quistes congénitos (www.medspain.com/curso_eco/ leccion_17_eco.htm). 
a
f g j
b c d e
h i
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Tabla 4. Comparación de las clasificaciones de Gharbi (1981) y de la OMS (2003) 
de imágenes ultrasonográficas de quistes hidatídicos. 
GHARBI 1981 OMS 2003 IMAGEN DESCRIPCIÓN ESTADO 
  CL 
 
Lesión unilocular. Contenido 
anecoico. Pared quística no visible. 
Activo 
Tipo I CE1 
 
Lesión unilocular. Contenido 
anecoico. Pared quística visible. 
 Activo 
Tipo III CE2 
 
Lesión multivesicular tipo “roseta”. 
Pared quística visible.  
 Activo 
Tipo II CE3a 
 
Contenido anecoico. Capa laminar 
desprendida y visible. 
Transicional 
Tipo III CE3b 
 
Lesión con quistes hijos de 
apariencia anecoica en una matriz 
sólida. 
Transicional 
Tipo IV CE4 
 
Lesión sin quistes hijos, Contenido 
hipoecoico - hiperecoico. 
Inactivo 
Tipo V CE5 
 
Lesión con paredes calcificadas, 
Contenido hiperecoico. 
Inactivo 
Imágenes cortesía del Prof. E. Brunetti, WHO Collaborating Centre on Clinical Management 
of Cystic Echinococcosis, Pavia, Italia. 
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Por todos estos inconvenientes, la OMS recomienda el uso de una segunda 
prueba diagnóstica, por ejemplo una basada en la detección de anticuerpos o 
antígenos específicos, para la confirmación de los hallazgos por técnicas de imagen en 
la hidatidosis, pero no solo en estos casos dudosos, sino también para confirmar 
aquellos en los que la evidencia diagnóstica sea mayor (Informal Working Group, 
2003). 
 
1.5.2. TÉCNICAS INMUNODIAGNÓSTICAS 
Como acabamos de mencionar, el inmunodiagnóstico es utilizado para 
aquellos pacientes en los que se detecta una imagen sugerente de quiste hidatídico, 
para confirmar el hallazgo. Además, este tipo de pruebas inmunológicas serían 
potencialmente útiles para la monitorización y el seguimiento de pacientes, y para 
estudios epidemiológicos (Carmena y cols., 2006). 
La presencia tanto de antígenos como de anticuerpos en muestras biológicas 
tales como el suero en pacientes con hidatidosis, está enormemente mediatizada por 
la estructura del quiste hidatídico y su relación con el hospedador. 
Tal y como se ha mencionado, el quiste hidatídico se aísla del hospedador a 
través de la capa acelular denominada laminar, que a su vez está recubierta de la capa 
adventicia formada por el hospedador. Estas dos capas limitan el intercambio de 
moléculas entre el quiste y el hospedador. Mientras que los iones son capaces de 
atravesar por ósmosis las capas que envuelven al quiste, no sucede igual con las 
macromoléculas, puesto que según varios autores, las capas quísticas presentan una 
permeabilidad selectiva permitiendo el paso de algunas moléculas tanto hacia el 
interior como hacia el exterior del quiste (Shapiro y cols., 1992; Díaz y cols., 1997). El 
parásito utiliza esta selectividad “secretora” para exponer moléculas al hospedador 
que resultan en la modulación de la respuesta inmune del mismo. La 
inmunomodulación encaminada a la estimulación de respuestas B policlonales T-
independientes es un recurso utilizado por muchos parásitos, tanto pluricelulares 
como unicelulares. El metacestodo de E. granulosus también expone antígenos que 
dan lugar a este fenómeno, pertenecientes a una familia denominada antígeno B 
(Lightowlers y cols., 1989; Zhang y cols., 2010). Esta familia antigénica da lugar a 
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respuestas humorales mayoritarias, junto a otro antígeno también expuesto por el 
metacestodo, denominado antígeno 5 (Norman y Kagan, 1966). 
Además, no solo el mantenimiento de esa permeabilidad selectiva, sino 
también el tipo de moléculas que el parásito sintetiza y expone dependen de la 
longevidad e integridad del quiste (Rogan y cols., 2006). Por ejemplo, se ha detectado 
que ciertos antígenos, como el denominado B2, son menos abundantes cuanto más 
longevo es el quiste (Pan y cols., 2011). 
El inmunodiagnóstico de la hidatidosis puede ser directo, mediante técnicas 
que buscan antígenos específicos del parásito, o bien indirecto, mediante la detección 
de anticuerpos específicos contra el parásito. Así mismo, se pueden buscar otras 
moléculas relacionadas, como citocinas, aunque éstas son más frecuentemente 
detectadas para el seguimiento. Recientemente, se han realizado varias revisiones en 
este campo, de las cuales una de las más completas es la elaborada por Zhang y cols. 
(2012). 
 
1.5.2.1. DETECCIÓN DE ANTÍGENOS CIRCULANTES  
El Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ha sido el test más utilizado 
para la detección de antígenos circulantes en pacientes con hidatidosis, y menos 
frecuentemente la coaglutinación (Co-A), la aglutinación de partículas de látex (LAT) 
y la inmunoelectroforesis (IEP). 
En la tabla 5 se muestra un resumen de los ensayos más representativos que 
se han realizado para la evaluación de la detección de antígenos circulantes como 
método diagnóstico para la hidatidosis humana. Como mostramos, la mayoría de los 
ensayos para la detección de antígenos en hidatidosis se basan en la misma 
metodología, que es la detección de los antígenos mediante el uso de anticuerpos 
policlonales procedentes de un suero hiperinmune frente al líquido hidatídico, y poco 
frecuentemente se han utilizado anticuerpos monoclonales, por lo que es frecuente 
encontrar reactividades cruzadas con otros parásitos. La muestra clínica en la que se 
trata de detectar los antígenos es habitualmente el suero, aunque en ocasiones se ha 
ensayado esta detección en orina.  
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A pesar de que los tests se basan en el mismo principio, los valores de 
sensibilidad y especificidad encontrados son muy distintos, incluso cuando la técnica 
utilizada es la misma. Esta disparidad de resultados podría atribuirse, entre otros, al 
estadio quístico, la localización del qusite y su integridad, que como ya se ha 
mencionado pueden afectar a la cantidad de antígenos circulantes, información que 
en la mayor parte de los artículos revisados no se detalla o se encuentra solo 
parcialmente (Gottstein, 1984; Devi y Parija, 2003; Sadjjadi y cols., 2009). 
En general estos tests no dan lugar a sensibilidades altas, por lo que su 
aplicación en la práctica clínica es limitada (Zhang y McManus, 2006). El alto número 
de falsos negativos se debe a la estructura parasitaria que impide la salida de niveles 
apreciables de antígenos (Larrieu y cols., 2000), así como a la formación de complejos 
antígeno-anticuerpo que secuestran los antígenos circulantes e impiden su detección 
(Craig y Nelson, 1984; Sadjjadi y cols., 2009). En este último caso, se puede realizar un 
tratamiento de la muestra clínica con un tampón ácido o con polietilén glicol para 
liberar los inmunocomplejos y concentrar los antígenos circulantes, un 
procedimiento especialmente indicado para los antígenos del grupo B (Zhang y cols., 
2012). En algunos casos, la detección de antígenos circulantes podría representar un 
buen test secundario para casos sospechosos que hayan resultados negativos en 
pruebas de detección de anticuerpos. 
También se ha investigado la utilidad de la detección de antígenos circulantes 
para el seguimiento de la enfermedad durante un tratamiento farmacológico o para 
verificar la completa curación tras una intervención quirúrgica o similar, siempre que 
el paciente presente un nivel de antígenos detectables a lo largo del tratamiento (p. 
ej., Gottstein, 1984; Ferragut y cols,. 1998; Devi y Parija, 2003; Sadjjadi y cols., 2009). 
En esos casos, existe una marcada asociación entre el nivel de antígenos circulantes y 
la presencia del parásito, así como con su actividad, declinando rápidamente los 
niveles tras la extracción del quiste o al transformarse estos en inactivos (Craig, 1986; 
Ravinder y cols., 1997). Así mismo, podrían resultar útiles para detectar pacientes no 
curados, puesto que en casos de recurrencia tras cirugía o tratamiento farmacológico, 
se han detectado antígenos circulantes, mientras que en los casos no recurrentes solo 
fueron detectables hasta seis meses después de la curación (Ravinder y cols., 1997; 
Ferragut y cols., 1998). 
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1.5.2.2.  DETECCIÓN DE ANTICUERPOS 
El nivel de anticuerpos suele ser detectable en un porcentaje mayor de 
pacientes que el de antígenos. Los anticuerpos suelen ser mayoritariamente de la 
clase IgG, encontrándose en algunos pacientes niveles detectables de IgM, IgA e IgE 
(Zhang y cols., 2012). En el diagnóstico indirecto el suero es el tipo de muestra más 
frecuentemente utilizada, aunque existen estudios en los que se han empleado otro 
tipo de muestras como son la saliva y la orina. En los trabajos realizados por Sunita y 
cols. (2007), y Benabid y cols. (2010), los resultados obtenidos con orina y saliva son 
comparables a los obtenidos con el suero sanguíneo aplicando la misma técnica, un 
ELISA para la detección de anticuerpos IgG, según estos autores. Sin embargo, los 
estudios realizados con este tipo de muestras aún son escasos, por lo que su utilidad 
en el diagnóstico de la hidatidosis debe todavía demostrarse. 
Aunque el número de pacientes con un nivel detectable de anticuerpos 
específicos es mayor que el de pacientes con antígenos circulantes detectables, se 
encuentra todavía un porcentaje de pacientes con hidatidosis que resulta negativo en 
todos los tests empleados hasta ahora para la detección de anticuerpos. Durante 
varias décadas, se han llevado a cabo numerosos trabajos tratando de mejorar la 
sensibilidad, y también la especificidad de este tipo de tests indirectos. Algunos se 
han centrado en la comparación de diferentes técnicas, otros en la detección de 
inmunoglobulinas diferentes y otros estudios en el uso de distintos antígenos. 
En cuanto a las técnicas empleadas, la serología en el diagnóstico de la 
hidatidosis tiene una larga historia y casi todos los tests serológicos han sido 
utilizados para el diagnóstico de casos humanos. Entre los diferentes tests se han 
encontrado diferencias considerables en cuanto a especificidad y sensibilidad (Zhang 
y McManus, 2006; Zhang y cols., 2012). 
En todos los trabajos realizados en los que se compara la utilidad de distintas 
técnicas clásicas en el diagnóstico, el ELISA ha resultado ser la más sensible (p. ej., 
Orduña y cols., 1985; Babba y cols., 1994; Sbihi y cols., 2001). Por ello, casi todos los 
métodos tradicionales de inmunodiagnóstico, como son el test intradérmico de 
Cassoni, el test de fijación del complemento, la inmunofluorescencia indirecta, la 
inmunoelectroforesis, la aglutinación de partículas de látex y la hemaglutinación 
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indirecta, han dejado de utilizarse para el diagnóstico de la hidatidosis (Zhang y cols., 
2012). Las técnicas que de manera más frecuente son aplicadas hoy día en los 
laboratorios de diagnóstico son el ELISA y el inmunoblot (IB) (Moro y Schantz, 2009; 
Feng y cols., 2010). El ELISA, por su sensibilidad, se recomienda como técnica de 
elección para el diagnóstico y seguimiento, quedando el IB como test confirmatorio, 
ya que esta técnica se considera más específica (Verastegui y cols., 1992; Nasrieh y 
Abdel-Hafez, 2004). 
Sin embargo, el ELISA y el IB son técnicas complejas, largas, que requieren de 
un cierto equipamiento, reactivos caros y de personal entrenado. Estos costes no 
pueden ser asumidos en muchas zonas en las que la hidatidosis es endémica. Con el 
fin de reducir la complejidad y coste de cada análisis se está trabajando en el 
desarrollo de nuevas técnicas que en general tratan de abaratar y acortar los métodos 
analíticos usando dispositivos simples. La tecnología denominada lateral flow 
immunochromatographic assay (LFIA), más conocida como inmunocromatografía, ha 
sido aplicada a numerosos tests para la detección de patógenos, drogas, hormonas y 
metabolitos, abarcando campos muy diferentes. Estos tests consisten en una tira 
prefabricada conteniendo los reactivos secos que serán activados mediante la 
aplicación de la muestra fluida. Como señal para la visualización del resultado del test 
se utilizan partículas de oro o de látex coloreadas a las que se unirá la molécula de 
interés mediante interacciones bioespecíficas. Los resultados pueden obtenerse entre 
10 y 20 minutos (Posthuma-Trumpie y cols., 2009). Tras una serie de artículos 
encaminados a la comparación y optimización de métodos serodiagnósticos para la 
hidatidosis, el equipo del Prof. Osuna desarrolla un test para el diagnóstico de la 
hidatidosis basado en la inmunocromatografía (Sbihi y cols., 2003). Este test detecta 
anticuerpos específicos frente al líquido hidatídico en 3 minutos, consiguiendo una 
sensibilidad y especificidad similar a la obtenida con un ELISA empleando los mismos 
reactivos. 
Otros tests simples son los basados en el dot-ELISA. Son de destacar los 
resultados de Feng y cols. (2010) sobre 857 sueros utilizando un test basado en esta 
técnica, introduciendo como novedad la ausencia de una reacción enzimática, 
utilizando como marcaje una partícula coloidal de oro conjugada con una anti-IgG 
humana, siendo el tiempo de desarrollo del test de 3 minutos, con una sensibilidad 
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del 80,7%. Otros tests rápidos han sido utilizados para el diagnóstico de la 
hidatidosis, como los basados en biosensores (Kasahara y Ashihara, 1997) o en el uso 
de dispositivos microfluídicos (Pereira y cols., 2011). 
Si nos referimos a la utilidad diagnóstica comparada de la detección de 
distintos isotipos de anticuerpos, es necesario comenzar mencionando que la 
detección de inmunoglobulinas G, M, E y A en pacientes con hidatidosis ha sido 
ensayada en varios trabajos, normalmente mediante la técnica ELISA, llegando todos 
a la conclusión de que la detección de IgG da lugar a tests más sensibles, ya que 
parece ser la inmunoglobulina más abundante en los casos de hidatidosis, seguida por 
la IgM y después por la IgE (p. ej. Zarzosa y cols., 1999). También los diferentes 
autores coinciden en que la detección de inmunoglobulinas como la IgM, IgE e IgA 
podría ser útil en el seguimiento de pacientes en los que estos isotipos disminuirían a 
lo largo del tiempo tras la curación (p. ej., Craig, 1986; Sbihi y cols., 1997; Zarzosa y 
cols., 1999; Manterola y cols., 2007), aunque su utilidad está limitada dado el número 
limitado de pacientes que presentan estos isotipos a un nivel detectable (Craig, 1986; 
Orduña y cols., 1992; Zarzosa y cols., 1999; Doiz y cols., 2002). La detección de una 
bajada en estos isotipos para aseverar la curación de un paciente con hidatidosis tras 
tratamiento queda, de todos modos, limitada por su persistencia incluso tres años o 
más después de la curación (Zarzosa y cols. 1999; Bulut y cols., 2001; Doiz y cols., 
2002). Además la IgA quedaría restringida al uso de muestras diferentes al suero 
sanguíneo ya que es más abundante en secreciones, como la saliva (Sbihi y cols., 
1997; Benabid y cols., 2010). 
Dentro del isotipo IgG, también se ha evaluado el valor diagnóstico de los sub-
isotipos IgG1 a IgG4, siendo las sensibilidades menores a la conseguida con IgG total. 
Aunque se descarta su uso para el diagnóstico, la detección de sub-isotipos concretos 
se ha postulado como útil en el seguimiento de la enfermedad, ya que según algunos 
autores, ciertos sub-isotipos como el 1 y el 4 están relacionados con el estado del 
quiste y con su evolución, y específicamente la bajada del sub-isotipo IgG4 podría 
significar curación (Wen y Craig, 1994; Riganò y cols., 1995, 2002; Shambesh y cols., 
1997; Daeki y cols., 2000; Margutti y cols., 2008; Delunardo y cols., 2010), aunque su 
uso queda así mismo limitado por el bajo número de pacientes que presentan un nivel 
detectable de este sub-isotipo antes de la intervención. 
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La fuente de material antigénico va a ser un punto crucial en el 
inmunodiagnóstico de la hidatidosis (Siracusano y cols., 2009). Los antígenos que se 
han utilizado son principalmente el líquido hidatídico (LH) o mezclas antigénicas 
parcialmente purificadas del mismo, y ocasionalmente se han probado otras fuentes 
como extractos somáticos de protoescólices y vermes adultos, productos de 
excreción-secreción, y extractos de oncosferas (Carmena y cols., 2006). En general, el 
uso de estas mezclas antigénicas crudas presenta problemas de reactividad cruzada 
con pacientes con otras parasitosis, especialmente cisticercosis e hidatidosis alveolar, 
debidos a Taenia solium y a E. multilocularis, respectivamente, disminuyendo mucho 
la especificidad del test. Así mismo, se encuentra un porcentaje de pacientes que 
resulta negativo a estos extractos, dando lugar a sensibilidades mejorables. Otro 
problema que presentan los extractos crudos parasitarios es la imposibilidad de 
estandarización, por la variabilidad de un extracto a otro, lo que hace que los 
resultados obtenidos en distintos laboratorios puedan ser muy diferentes entre sí 
(Tawfeek y cols., 2011). 
Tal y como acabamos de mencionar, el LH ha sido la principal fuente de 
antígenos utilizada para el diagnóstico primario y también para el seguimiento de 
pacientes (p. ej., Ortona y cols., 2003; Carmena y cols., 2006) El LH consiste en una 
mezcla compleja de glico y lipoproteínas, carbohidratos y sales. Algunos de sus 
componentes proceden del hospedador, como albúmina e inmunoglobulinas, y otros 
son el resultado de la actividad metabólica del metacestodo (Carmena y cols., 2006). 
El LH procedente de quistes fértiles de oveja ha sido usado rutinariamente en la 
preparación y estandarización del antígeno, aunque también se ha utilizado como 
fuente antigénica alternativa LH de quistes bovinos y de camello (Zhang y cols., 
2003). La fertilidad, viabilidad de protoescólices y procedencia del quiste pueden 
afectar a la reactividad inmunológica del LH (Carmena y cols., 2006). 
El uso en clínica de LH crudo presenta sensibilidades muy variables, siempre 
con un rango de pacientes que resulta negativo en cuanto a la presencia detectable de 
anticuerpos específicos (tabla 5). La falta de especificidad es uno de los principales 
problemas al utilizar LH para el diagnóstico, puesto que da lugar a reacciones 
cruzadas y falsos positivos con otras parasitosis, y con otras patologías infecciosas y 
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no infecciosas, e incluso con un porcentaje de donantes sanos (tabla 5) (Eckert y 
Deplazes, 2004; Carmena y cols., 2006). 
En cuanto a los extractos somáticos de protoescólices y vermes adultos, 
aunque han mostrado una buena sensibilidad, dan lugar a muchos falsos positivos, 
resultando en una especificidad muy baja (tabla 5). 
El LH ha sido también, como ya mencionamos, la principal fuente antigénica 
empleada en los estudios de seguimiento para la detección de anticuerpos específicos. 
Sin embargo, tanto este antígeno como otros extractos parasitarios crudos no 
resultan útiles para definir curación, puesto que los correspondientes anticuerpos 
son persistentes, pudiendo llegar a quedar como residuales durante más de diez años 
(p. ej., Hernández-González y cols., 2008). Sí se ha mencionado por algunos autores 
que determinadas bandas antigénicas del LH desaparecen más rápidamente que otras 
al ser enfrentadas a sueros de pacientes en seguimiento por la técnica de IB (Doiz y 
cols., 2001 para las bandas de 39 y 42 kDa; Gadea ycols., 2000, para la de 145 kDa, y 
Celik y cols., 2009, para las bandas de 29 y 205 kDa). Sin embargo, no se han realizado 
más estudios para su completa caracterización. 
Si nos referimos al uso de antígenos purificados nativos, la mayoría de los 
estudios se han centrado en el uso de las lipoproteínas antigénicas B (AgB) y 5 (Ag5), 
componentes mayoritarios y altamente inmunogénicos del LH (Siracusano y cols., 
2009). 
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El antígeno B es una lipoproteína polimérica termoestable de 160 kDa 
(Mamuti y cols., 2006). En SDS-PAGE, se disocia en varias subunidades de pesos 
moleculares de 8, 16, 24 y 32 kDa, y cada una de ellas a su vez está compuesta por una 
serie de diferentes subunidades de 8 kDa. Se han encontrado moléculas similares en 
otros miembros de la familia Taeniidae (pfam05596), incluyendo E. multilocularis 
(Mamuti y cols., 2004). Hasta la fecha, en E. granulosus se han identificado hasta 5 
isoformas distintas, denominadas AgB8/1 a /5 (Pan y cols., 2010), codificadas por 
una familia multigénica (Zhang y cols., 2010). Las subunidades B1 y B2 han sido las 
más estudiadas en relación al diagnóstico. 
En los ensayos llevados a cabo con el AgB nativo purificado se han obtenido 
valores de sensibilidad comprendidos entre el 60 y el 95% para la detección de IgG 
total en ELISA, y del 60 al 92% cuando se utiliza el inmunoblot (tabla 6), bajando 
estas cifras hasta un 38% cuando se detectan sub-isotipos de IgG. La detección de 
sub-isotipos no aumenta en ningún caso la sensibilidad en las pruebas realizadas en 
las mismas condiciones para IgG total (tabla 6). En cuanto a la especificidad, esta 
oscila entre el 65 y el 100%, haciéndose mayor en general cuando la sensibilidad 
disminuye. Las reacciones cruzadas mayoritarias se detectan con sueros de pacientes 
con hidatidosis alveolar y cisticercosis (tabla 6). 
El Ag5 es un complejo lipoproteico de alto peso molecular (aproximadamente 
400 kDa), que en condiciones reductoras se disocia en subunidades de pesos 
moleculares 38 y 22-24 kDa (Zhang y cols., 2003). También se encuentran moléculas 
similares en otros miembros de la familia Taeniidae, como por ejemplo E. 
multilocularis (Siles-Lucas y cols., 1998) y Taenia solium (Rueda y cols., 2011). En su 
forma purificada el Ag5 ha dado lugar a sensibilidades comprendidas entre 50-83% y 
especificidades entre 89-97% (tabla 6), en general aparentemente por debajo de las 
sensibilidades obtenidas con los mismos sueros utilizando el antígeno B nativo. 
También presenta reacciones cruzadas con sueros de pacientes infectados con otros 
cestodos, trematodos y nematodos (tabla 6; Carmena y cols., 2006). 
Los antígenos B y 5 nativos purificados también se han testado para el 
seguimiento. El porcentaje de pacientes positivos va disminuyendo con el tiempo, de 
forma más rápida que con los antígenos crudos (Doiz y cols. 2002; Nasrieh y Abdel-
Hafez. 2004; Ben Nouir y cols. 2008a; Celik y cols. 2009). Ben Nouir y cols. (2008a) 
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observaron que en pacientes curados tras una cirugía las bandas de 8 y 16 kDa en 
inmunoblot correspondientes al antígeno B iban desapareciendo gradualmente. Sus 
resultados muestran que solo un 14,3% de los sueros de pacientes curados tras 4 
años de la cirugía aún eran positivos y que a los 5 años todos ellos negativizaron 
frente a estas bandas antigénicas. Sin embargo, los sueros de pacientes que 
mostraron relapsos fueron siempre positivos durante los 5 años de seguimiento. Los 
mismos sueros fueron testados en ELISA frente a LH completo, observándose una 
tendencia a la disminución del porcentaje de positivos en pacientes curados, sin 
embargo en el punto final del seguimiento (5 años) el 57.1% seguían siendo positivos. 
En general, los antígenos nativos, tanto crudos como purificados, dan lugar a 
resultados extremadamente variables, variabilidad que vendrá determinada, entre 
otros, por la dificultad de su estandarización, puesto que deben ser obtenidos de 
infecciones naturales y cada lote tendrá una composición diferente. Esta variabilidad 
también puede ser atribuida en el caso de antígenos purificados a la falta de un 
consenso en cuanto a los métodos de purificación de determinados antígenos. 
Con el fin de solucionar los problemas de estandarización antigénica, y tratar 
de mejorar la sensibilidad y especificidad en el diagnóstico serológico, se ha trabajado 
en la producción de antígenos recombinantes. Éstos pueden ser diseñados y 
obtenidos en grandes cantidades, de una forma estandarizada y homogénea, a partir 
de bacterias Escherichia coli que hayan sido transformadas con un plásmido que 
codifique un antígeno o fragmento(s) antigénico(s) determinado del parásito. Con los 
mismos objetivos, se han producido y ensayado algunos péptidos sintéticos derivados 
de secuencias antigénicas de E. granulosus. 
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La mayor parte de estas nuevas moléculas se derivan de los antígenos B y 5, y algunos 
derivan de genotecas de expresión preparadas a partir de protoescólices (Zhang y 
cols. 2003, 2012; Carmena y cols., 2006). 
Los resultados obtenidos tanto con proteínas recombinantes como con 
péptidos sintéticos son también muy variables, de modo que utilizando el mismo 
antígeno, se obtienen sensibilidades y especificidades que oscilan en un rango de 
valores muy amplio (tabla 7). Sin embargo, se observan tendencias claras que 
apuntan a dos de los recombinantes (AgB8/2 y EpC1-GST) como los que presentan, 
en términos generales, mejor rendimiento diagnóstico. 
Al ser utilizado en forma de antígeno recombinante, el AgB da lugar a 
sensibilidades y especificidades variables, consiguiéndose las cifras más elevadas en 
general con la subunidad B2, en comparación con la subunidad B1 y otras 
subunidades no definidas (tabla 7), mostrando además una eficiencia diagnóstica que 
aparentemente es mayor que la del AgB nativo, con una sensibilidad próxima al 90% 
y una especificidad similar (Virginio y cols., 2003). El uso de una versión truncada de 
dicha proteína recombinante, que ha sido desarrollada por nuestro grupo, 
denominada AgB2t (Hernández-González y cols., 2008), da lugar a resultados 
diagnósticos similares a los encontrados por estos y otros autores para la molécula 
recombinante completa (ver tabla 7). Sin embargo, el uso de péptidos sintéticos 
derivados de esta subunidad del antígeno B y obtenidos por otros autores no mejoran 
los resultados obtenidos con las moléculas completa o truncada, sino al contrario, 
puesto que muestran valores de sensibilidad mucho menores que las mismas (tabla 
7). Ya que los péptidos diseñados abarcan en conjunto toda la longitud de la secuencia 
aminoacídica de la subunidad B2, esta diferencia puede deberse a que los antígenos 
recombinantes en comparación con los péptidos sintéticos contienen un gran 
espectro de epítopos que cubren las variaciones en las respuestas individuales entre 
pacientes (González–Sapienza y cols., 2000). Además, distintos trabajos indican que la 
estructura total del antígeno va a ser importante en el reconocimiento por los 
anticuerpos (p. ej., Barbieri y cols., 1998; Rott y cols., 2000). Según esto, una de las 
causas del bajo rendimiento diagnóstico de epítopos individuales podría ser la 
pérdida de epítopos conformacionales que se produce siempre que la secuencia de 
aminoácidos está fuera del entorno proporcionado por el resto de la molécula de 
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proteína (Rott y cols., 2000). También se ha descrito que los péptidos pequeños y 
medianos son propensos a asumir conformaciones en medio líquido que pueden 
impedir la unión de los anticuerpos, favoreciéndose ésta cuando la conformación es 
alfa-hélice (Barbieri y cols. 1998). 
Los resultados que muestran una alta especificidad y sensibilidad para el 
antígeno B2 no son mejorados cuando se emplea como recombinante el antígeno 5 o 
péptidos derivados del mismo (tabla 7). Así, se han evaluado dos formas 
recombinantes del Ag5 (rAg5 y rAg5-38s), que muestran no solo peores resultados 
que el recombinante B2, sino que también resultan en un marcado descenso de la 
validez diagnóstica con respecto al antígeno 5 original. El péptido sintético p89-122 
es un epítopo del Ag5 que ha sido ensayado en diferentes trabajos, obteniéndose 
sensibilidades muy variables que van desde un 16% a un 85%, y especificidades 
también muy variables (tabla 7). 
La mayor parte del resto de los antígenos recombinantes obtenidos y 
ensayados derivan de protoescólices (tabla 7). Entre ellos, algunos han mostrado 
puntualmente sensibilidades similares a las del recombinante B2, por ejemplo la 
malato deshidrogenasa (Virginio y cols., 2003), sin embargo esos resultados no son 
los mismos que los obtenidos por otros autores anteriormente utilizando el mismo 
recombinante (Ferreira y Zaha, 1994). Esas diferencias pueden ser atribuidas a 
variables relacionadas con el estado quístico y a determinadas variables clínicas, que 
no son detalladas por cada autor para los correspondientes paneles de sueros. 
Finalmente, la proteína recombinante EpC1-GST, también procedente de 
protoescólices, así como un fragmento de la misma, han sido ensayados en varias 
ocasiones (Li y cols., 2003, 2004; Zhang y cols., 2007), presentando una alta 
sensibilidad y especificidad. Estos trabajos muestran el uso de un panel de sueros 
restringido, y el antígeno solo ha sido testado en un laboratorio, sin tener una 
confirmación posterior de su utilidad. Los valores de sensibilidad y especificidad de 
cada antígeno se muestran enormemente dependientes del panel de sueros utilizado, 
o más bien de determinadas características clínicas de los pacientes de los que 
provienen, ya que estos valores varían al cambiar el panel de sueros, como ocurre en 
el caso de la proteína rEgcMDH, cuyo valor de sensibilidad varía de un estudio a otro 
del 90 al 45% (tabla 7). 
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En un trabajo reciente, Jiang y cols. (2012) comparan cinco de las subunidades 
del antígeno B recombinante para el diagnóstico de pacientes con hidatidosis 
detectando distintos sub-isotipos de IgG. Concluyen que, bajo sus condiciones de 
ensayo, el antígeno B1 es el más sensible (tabla 7). Este estudio, sin embargo, 
tampoco detalla las variables clínicas de los pacientes que se incluyen en el estudio, 
que fueron elegidos por su positividad frente al líquido hidatídico. 
En general, podemos comentar a tenor de los resultados obtenidos con este 
tipo de preparaciones antigénicas, que todavía se encuentra un porcentaje de 
pacientes con hidatidosis que es negativo frente a todos ellos, probablemente debido 
a varios factores, por ejemplo los relacionados con la clínica del paciente. La 
influencia de alguna de estas variables clínicas sobre la serología específica en 
pacientes con hidatidosis, como el número de quistes, la localización de los mismos, el 
estadio quístico según la clasificación del IWGE y la fecha de recogida del suero en 
relación a la de tratamiento, ya se ha señalado por diversos autores (p. ej. Babba y 
cols., 1994; Ortona y cols., 2000; Gavidia y cols., 2008; Feng y cols., 2010; Li y cols., 
2010). Estas variables son raramente mencionadas en los trabajos que evalúan 
herramientas serológicas, y cuando lo son, generalmente no se realiza una evaluación 
de la influencia de todos los posibles factores en conjunto, sino de alguno de ellos 
individualmente. 
Otro de los factores que puede hacer cambiar sustancialmente la sensibilidad 
de un test determinado es la composición del antígeno seleccionado. En este aspecto, 
el aumento de sensibilidad de herramientas diagnósticas para la detección de 
anticuerpos, utilizando antígenos recombinantes, se ha mostrado posible para otras 
parasitosis mediante la modificación de los recombinantes para aumentar su 
reactividad inmunológica. Este aumento se puede conseguir, entre otros, 
multiplicando el número de unidades antigénicas que se incluyen en un determinado 
antígeno recombinante. A este respecto, se ha descrito que la clonación en repetición 
de unidades antigénicas en tándem da lugar a antígenos recombinantes con mayor 
reactividad cuanto mayor es el número de subunidades. Algunos ejemplos de este 
aumento de reactividad se encuentran en los recombinantes en tándem obtenidos 
para el diagnóstico de la leishmaniosis y la tripanosomosis (Goto y cols., 2010; 
Valiente-Gabioud y cols., 2011). Esta alternativa para el potencial aumento de 
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reactividad de los antígenos recombinantes para detectar anticuerpos específicos no 
se ha empleado nunca en el caso del diagnóstico de la hidatidosis. 
Otras variables que pueden influir en los resultados dispares son los distintos 
criterios a la hora de establecer un valor de corte, así como el uso de diferentes 
tratamientos estadísticos para determinar la sensibilidad y especificidad de un test, 
que pueden dar lugar a una variación de los resultados aunque se parta de los mismos 
datos en origen (Lorenzo y cols., 2005a). 
Así mismo, se puede deducir de los datos publicados que existen reacciones 
cruzadas menos prominentes cuando se utilizan reactivos recombinantes, en 
comparación con el uso de antígenos nativos, aunque se siguen observando falsos 
positivos, especialmente con sueros de pacientes con hidatidosis alveolar y con 
cisticercosis. 
En conclusión, los datos muestran varios antígenos recombinantes con buen 
potencial, pero los resultados son enormemente variables, lo que sugiere que es 
totalmente necesaria una evaluación sistemática, teniendo en cuenta las variables que 
puedan afectar a la positividad serodiagnóstica de los pacientes con hidatidosis frente 
a dichos antígenos o a otros que puedan ser desarrollados en un futuro, para poder 
definir claramente los mejores candidatos diagnósticos. 
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En cuanto al seguimiento de pacientes curados tras la cirugía, se ha 
encontrado utilidad potencial para un número limitado de antígenos recombinantes. 
La subunidad B1 del antígeno B fue utilizada en su forma recombinante por Li y cols. 
(2010) para un estudio epidemiológico, encontrando estos autores que la mayoría de 
los pacientes con lesiones inactivas tipo CE4 y CE5 no presentaban anticuerpos 
específicos frente a este antígeno. La potencialidad de este antígeno para el 
seguimiento de pacientes curados, aunque en su forma nativa, es también señalada 
por Ben Nouir y cols. (2008a), que encuentran una disminución considerable del 
porcentaje de pacientes positivos a lo largo del tiempo tras la curación frente a las 
subunidades del antígeno B presentes en el líquido hidatídico por inmunoblot. De 
forma similar, el antígeno recombinante B2t descrito por nuestro grupo demostró 
que este componente antigénico resulta útil para el seguimiento, puesto que los 
anticuerpos específicos detectados en ELISA declinaban a lo largo del tiempo en 
pacientes curados, mientras que los anticuerpos frente al líquido hidatídico 
permanecían a pesar de la curación (Hernández-González y cols., 2008). También se 
ha detectado una regresión progresiva del nivel de anticuerpos específicos en 
pacientes curados tras cirugía frente al antígeno recombinante denominado recP29, 
procedente de protoescólices (Ben Nouir y cols., 2008b, 2009). Desafortunadamente, 
el 38% de los pacientes objeto de estudio no presentaron anticuerpos frente a este 
antígeno en ningún momento a lo largo del seguimiento, por lo que su utilidad se 
limita por su baja sensibilidad. 
El antígeno EpC1-GST que mostró un elevado rendimiento para el diagnóstico 
de la hidatidosis no resultó útil para el seguimiento de pacientes tras cirugía puesto 
que la sensibilidad obtenida con sueros de pacientes 6 años después de su curación 
no era diferente a la sensibilidad descrita con pacientes no curados (Li y cols., 2003). 
La correlación entre serología y actividad quística, y en relación a ello el 
seguimiento de pacientes sometidos a tratamiento farmacológico, ha sido estudiada 
con otros antígenos recombinantes. El antígeno recombinante EgEF-1β/δ (Margutti y 
cols., 1999) se propuso como marcador de quistes inactivos, calcificados y en proceso 
de degeneración, puesto que el nivel de anticuerpos específicos era mayor en 
pacientes con este tipo de quistes que con quistes activos, aunque su sensibilidad 
global se mostró relativamente baja (alrededor del 50% cuando se detectan IgGs 
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específicas). Más tarde, el antígeno Eg19, descrito por Delunardo y cols. (2010), 
mostró una mayor sensibilidad para los quistes activos que para los inactivos (40 vs. 
0%) y además se testó en pacientes tras tratamiento farmacológico, aunque en un 
número muy limitado (cinco casos), presentando una sensibilidad global del 10%. La 
proteína recombinante HSP20 también mostró diferencias significativas en cuanto a 
la sensibilidad en casos de enfermedad activa e inactiva cuando se utiliza en 
inmunoblot (81 vs. 24%; Vacirca y cols., 2011).  
 
1.5.2.3. INMUNODIAGNÓSTICO: USO DE KITS COMERCIALES 
Hasta el momento varias empresas han desarrollado diferentes formatos para 
tests de diagnóstico de la hidatidosis que son comercializados. Todos ellos están 
basados en la detección de anticuerpos en suero mediante el uso de extractos 
parasitarios crudos, generalmente líquido hidatídico, o fracciones purificadas del 
mismo. Las sensibilidades y especificidades indicadas por los fabricantes están 
normalmente por encima del 90%. Sin embargo, no siempre se especifica el número 
ni las características de los sueros utilizados para la validación del test, por lo que 
estos valores dados son relativos. Además, algunos de estos kits han sido evaluados 
posteriormente por diferentes grupos de investigación mostrando en muchas 
ocasiones valores variables entre distintos autores y distintos a los descritos por la 
casa comercial. A continuación se muestran algunos ejemplos de test comerciales 
disponibles. 
Dade Behring y Fumouze Diagnostics suministran kits de hemaglutinación 
indirecta (HAI) para el diagnóstico de hidatidosis. El kit Hydatidose Fumouze ® 
utiliza como antígeno una fracción enriquecida en antígeno 5 de líquido hidatídico. El 
fabricante señala una sensibilidad del kit del 93% y una especificidad del 94,9% tras 
el ensayo de 221 sueros humanos, sin mencionar información adicional acerca de los 
mismos. Los trabajos consultados exhibían una especificidad del test de Fumouze 
muy similar a la indicada en el kit (Ramzy y cols., 1999; Gonlugur y cols., 2005; Van 
Doorn y cols., 2007). Ambos tests de HAI fueron evaluados por Auer y cols. (2009), 
concluyendo que la especificidad del kit de Fumouze era mayor que la del kit Dade 
Behring. Para el kit Fumouze se han encontrado valores de sensibilidad muy variables 
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por diferentes autores, desde el 80-88% (Van Doorn y cols., 2007; Liance y cols., 
2000) hasta el 56% (Gonlugur y cols., 2005), probablemente dependiendo del panel 
de sueros que fueron ensayados. 
SCIMEDX comercializa un kit de ELISA, Echinococcus Microwell Serum ELISA 
test, para la detección de anticuerpos frente a antígeno crudo procedente del quiste 
hidatídico. La sensibilidad indicada de este test es de 97,9% correspondiente a 47 
sueros de pacientes con hidatidosis y la especificidad calculada con 12 donantes fue 
de 91,7%. También se refieren reacciones cruzadas con pacientes con cáncer 
hepático, absceso hepático y estrongiloidiasis. Orgenics, formando parte de Inverness 
Medical, ofrece ImmunoLISA, un ELISA para la detección de IgG en suero frente a 
líquido hidatídico de oveja. El número de sueros utilizados en la validación del test 
fue de 329, sin mencionarse los grupos de pacientes a los que corresponden. La 
sensibilidad y especificidad indicadas son de 97% y 96% respectivamente. Se señala 
la existencia de reacciones cruzadas con Leishmania infantum, Taenia solium, 
Trichinella spiralis y Toxoplasma gondii, sin descartar posibles reacciones cruzadas 
con pacientes infectados con otros helmintos y en procesos oncológicos. Para ninguno 
de estos kits se han encontrado referencias de autores que los hayan ensayado. 
ELISA Cyst Hydatid IgG el es el kit creado por Euroimmun Labordiagnostica. El 
antígeno utilizado es descrito como un extracto procedente de quistes hidatídicos. 
Con un total de 10 sueros testados la sensibilidad calculada es del 100% y la 
especificidad referente a 6 sueros es del 100% aunque posteriormente se indica que 
el 5,1% de 297 donantes estuvieron por encima del valor de corte. No se presentan 
reacciones cruzadas. 
IBL International ha desarrollado un ELISA para la detección de IgG frente a un 
antígeno de E. granulosus no concretado. Según la casa comercial la sensibilidad y 
especificidad relativas del test en comparación con otro ELISA comercial son 
superiores al 95%. También se menciona la inexistencia de reacciones cruzadas con 
Yersinia, Candida y el virus causante de la parotiditis. La firma Biopharm también 
cuenta con un test en formato de ELISA, RIDASCREEN® Echinococcus IgG, para la 
detección de infecciones por el género Echinococcus. El kit incluye antígenos 
purificados sin especificar cuales. La sensibilidad del test es del 100% comparada con 
la de otros dos ELISAs comerciales y la especificidad con 200 donantes fue también 
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del 100%. Se describen reacciones cruzadas con infecciones causadas por T. solium. 
Otras compañías, como por ejemplo Vircell, r-Biopharm, Bordier Affinity Products y 
otros, también comercializan kits de ELISA para el diagnóstico de hidatidosis. 
En general, la información publicada acerca de la validez diagnóstica de los 
kits basados en la técnica de ELISA es limitada, aunque cuando se encuentra, los 
valores expresados por los fabricantes suelen ser mayores que los encontrados por 
otros autores. Por ejemplo, para el ELISA de Bordier Affinity Products se da una 
sensibilidad del 96% por los fabricantes, mientras que otros autores encuentran 
valores tan alejados como del 40% (Paul y Stefaniak, 2001). 
Si nos referimos a tests con mayor sensibilidad y especificidad potencial, como 
el inmunoblot, también se encuentran algunos kits comerciales basados en esta 
técnica para el diagnóstico de la hidatidosis. La firma Euroimmun Labordiagnostica 
tiene en el mercado un kit de inmunoblot llamado Echinococcus granulosus Western 
Blot IgG Kit. Este test fue evaluado por Aslan y cols. (2011). La sensibilidad mostrada 
por el kit fue del 92% utilizando 25 pacientes y la especificidad fue del 100% con 22 
pacientes sanos. LDBIO Diagnostics es otra compañía que ha desarrollado un 
inmunoblot comercial. El antígeno utilizado es un extracto larvario de E. 
multilocularis. Este es un test indicado para la confirmación de la infección por el 
género Echinococcus que además permite la distinción entre las especies E. 
multilocularis y E. granulosus en un 69.4% de los casos. Según Liance y cols. (2000), la 
sensibilidad para los casos de hidatidosis unilocular en base a 51 sueros testados es 
de 98% y en los casos de hidatidosis alveolar es de 96,7% para 61 sueros testados. La 
sensibilidad total para el género Echinococcus es de 97,3%. La especificidad obtenida 
fue del 95% tras el ensayo de 147 sueros de pacientes con diferentes enfermedades 
parasitarias y autoinmunes que son detalladas por el fabricante, dándose reacciones 
cruzadas con cisticercosis y una enfermedad autoinmune. En general, los tests 
basados en el inmunoblot dan lugar a mejores valores diagnósticos, aunque su 
validación también ha sido escasa. 
La inmunofluorescencia indirecta es otra de las técnicas diagnósticas que 
también han sido adaptadas para su comercialización como en el caso del kit 
Inmunofluor Hidatidosis, comercializado por Biocientífica SA. Este kit contiene 
escólices de E. granulosus sobre la superficie sobre la que se lleva a cabo la técnica. Su 
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sensibilidad puede variar entre 60-90% según las características clínicas del paciente. 
En cuanto a su especificidad se indica que pueden darse reacciones cruzadas con 
sueros de pacientes con otras enfermedades producidas por helmintos, pacientes con 
cirrosis y cáncer hepático. Euroimmun Labordiagnostica también cuenta con kits de 
inmunofluorescencia indirecta para la detección de IgA, IgM e IgG, sin embargo no 
hemos podido encontrar información adicional acerca de su funcionamiento y 
composición. 
Por último, algunas empresas como Vircell han adaptado la tecnología 
denominanda lateral flow immunochromatographic assay (LFIA), más conocida como 
inmunocromatografía, al diagnóstico de la hidatidosis. El test VIRapid® 
HYDATIDOSIS detecta anticuerpos específicos totales frente a un antígeno purificado 
del líquido hidatídico enriquecido en los antígenos 5/B. La prueba tiene una 
sensibilidad del 94,7% y especificidad de 99,5% obtenidas tras el ensayo de 282 
muestras, de las cuales no se especifican detalles. Se testaron además 8 muestras de 
pacientes con Leishmania infantum, Taenia solium, Trichinella spiralis y Toxoplasma 
gondii siendo todas negativas. Aún así se advierte de la posible presencia de 
reacciones cruzadas en pacientes infectados con otros helmintos (especialmente 
cisticercosis) y con pacientes en procesos oncológicos. 
En general, el uso de antígenos nativos en todos los kits comerciales 
encontrados limita su utilidad, debido a la dificultad en la estandarización de 
reactivos de este tipo, y también a su limitada disponibilidad. Además, y a pesar de 
que algunos de estos kits parecen ofrecer resultados satisfactorios, parece necesaria 
una mejor caracterización de los mismos con paneles de sueros más numerosos y 
mejor caracterizados, tanto para el cálculo de la sensibilidad como de la especificidad, 
ya que en las ocasiones en las que se encuentran resultados de otros autores, 
normalmente son peores que los indicados por las propias casas que los 
manufacturan. 
 
1.5.2.4. DETECCIÓN DE CITOCINAS 
Una de las características más destacadas de la hidatidosis humana es la 
coexistencia de respuestas Th1 y Th2 (Zhang y cols., 2003). El balance de estas 
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respuestas nos dará indicios de la prognosis. Así, la eliminación o inactivación del 
quiste hidatídico tras cirugía o tratamiento farmacológico produce una caída drástica 
de la respuesta Th2, mientras que la respuesta Th1 adquiere entonces especial 
predominancia (Zhang y McManus, 2006; Zhang y cols., 2012). Se ha propuesto por 
esta razón que la monitorización de los niveles de citocinas asociadas a cada una de 
estas respuestas, (TNFα, IL12 o IFNγ para Th1, e IL10 o IL4 para Th2), podría mejorar 
el conocimiento de la prognosis de la enfermedad tras tratamiento quirúrgico o 
farmacológico (Touil-Boukoffa y cols., 1997; Rigano y cols., 1999; Ortona y cols., 
2003). 
La detección de citocinas se realiza sobre productos obtenidos in vitro de 
células mononucleadas de sangre periférica extraídas de pacientes, sometidas o no a 
un estímulo antigénico concreto, usualmente líquido hidatídico, utilizando la técnica 
de ELISA o detectando los correspondientes ARN mensajeros por RT-PCR de 
extractos celulares. Utilizando estas técnicas, varios estudios han mostrado que en 
pacientes con una respuesta favorable al tratamiento con albendazol, se encontraban 
altos niveles de IFNγ y bajos niveles o ausencia de IL10 y IL4 tras un año de 
tratamiento, mientras que pacientes sin respuesta al tratamiento mostraron altos 
niveles de IL4 e IL10 asociados con escasa o nula producción de IFNγ (Riganò y cols., 
1995, 1999; Ortona y cols., 2003). 
También se ha intentado correlacionar el nivel de citocinas ex vivo, bien 
mediante ELISA sobre suero o por citometría de flujo con sangre total, aunque en 
estos casos solamente se encontró una mayor concentración de IL4 en pacientes con 
quistes tipo CE3b con respecto al resto de quistes (Tamarozzi y cols., 2010; Piccoli y 
cols., 2012), sin tener una utilidad clara en el seguimiento. 
En general, serían necesarios más estudios en los que se incluyera un mayor 
número de pacientes y también sería recomendable encontrar tests más sencillos de 
los que actualmente se utilizan para la detección de citocinas, para definir la utilidad 
de esta aproximación en el seguimiento de pacientes con hidatidosis en la práctica 
clínica (Ortona y cols., 2003). 
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1.5.3. TÉCNICAS DE DETECCIÓN HISTOLÓGICA DEL PARÁSITO 
La presencia de un quiste debido a E. granulosus va a poder confirmarse 
mediante el examen directo de biopsias y de aspirados del fluido quístico. 
Las técnicas más sencillas se basan en la observación directa al microscopio de 
protoscólices y de ganchos rostelares en el aspirado quístico. También la aplicación 
de técnicas histopatológicas sobre la lámina germinal en la pared del quiste (Devi y 
Parija, 2003) y técnicas de tinción vital, como la tinción con eosina, nos dará 
evidencias sobre la naturaleza parasitaria y viabilidad del quiste (Brunetti y cols., 
2010). 
Otras técnicas más complejas están basadas en la detección de proteínas 
nativas mediante anticuerpos monoclonales, normalmente dirigidos a los antígenos 5 
y B del líquido hidatídico (Siles-Lucas y Gottstein, 2001). También se ha trabajado en 
técnicas para la detección de ADN parasitario mediante el uso de sondas y la 
construcción de cebadores específicos para su aplicación en PCR. Estas técnicas están 
dirigidas normalmente a la identificación de la especie y cepa implicada (Gottstein, 
1992), pero también se han utilizado para comprobar la viabilidad quística tras 
quimioterapia u otros tratamientos (Siles-Lucas y Gottstein, 2001). Otra herramienta 
para determinar la viabilidad sería el magnetic-resonante-spectrometry (MRS) que 
permite la cuantificación de metabolitos presentes en el líquido hidatídico (Hosch y 
cols., 2008). 
Estas técnicas llevadas a cabo sobre biopsias o aspirados quísticos son de 
carácter confirmatorio, ya que tienen una sensibilidad del 100%. Sin embargo, serían 
inviables como técnicas de diagnóstico rutinario debido a que conllevan un proceso 
invasivo con todo lo que ello implica. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. HIPÓTESIS 

Hipótesis 
 73 
DIAGNÓSTICO Y SEGUIMIENTO DE LA HIDATIDOSIS, UN PROBLEMA 
AÚN NO RESUELTO 
En la actualidad, el diagnóstico y seguimiento de la hidatidosis en la práctica 
clínica está basado la mayor parte de las veces en la identificación de estructuras 
quísticas por técnicas de imagen, y confirmación del diagnóstico con técnicas 
serológicas de detección de anticuerpos específicos, generalmente la técnica ELISA 
utilizando como antígeno el líquido hidatídico, y si ésta resulta dudosa, la técnica de 
inmunoblot utilizando el mismo antígeno (Eckert y Deplazes, 2004; Moro y Schantz, 
2009). La confirmación de la presencia de un quiste hidatídico se realiza mediante el 
examen del contenido interno del quiste y por estudios histológicos (Brunetti y cols., 
2010). En general, esta aproximación permite el diagnóstico de un gran porcentaje de 
casos de hidatidosis. 
Sin embargo, estas técnicas aún tienen una serie de inconvenientes. Tal y como 
hemos mencionado, las imágenes necesitan ser confirmadas por otras técnicas, 
especialmente cuando resultan no patognomónicas, y son de utilidad limitada para el 
seguimiento. Las técnicas de confirmación que se limitan a la demostración de 
anticuerpos frente al líquido hidatídico presentan serias limitaciones, entre ellas la 
presencia de un porcentaje de pacientes que a pesar de sufrir la enfermedad resultan 
negativos, y una serie de reacciones cruzadas en proporción variable, especialmente 
limitantes a la hora de distinguir pacientes con hidatidosis unilocular de aquellos con 
hidatidosis alveolar y con cisticercosis. Las limitaciones del uso del líquido hidatídico 
para el seguimiento son aún mayores, debido a la persistencia de anticuerpos frente a 
esta mezcla antigénica muchos años después de la curación. 
A pesar de estos problemas, no se ha llegado a ninguna otra alternativa 
antigénica que haya sustituido efectivamente al uso del líquido hidatídico, ni para el 
serodiagnóstico ni para el seguimiento de pacientes con hidatidosis. La mayor parte 
de los antígenos alternativos, sean éstos recombinantes o péptidos sintéticos, siguen 
presentando problemas de sensibilidad, por lo que la definición de candidatos más 
sensibles sería deseable, y además casi ninguno de estos nuevos candidatos parece 
tener aplicabilidad para el seguimiento. 
Además, se ha realizado generalmente una caracterización parcial y en algunos 
casos errónea de estos nuevos candidatos. En este sentido, encontramos falta de 
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repetitividad en los resultados dados por distintos laboratorios, cuando se utilizan los 
mismos antígenos. Las fuentes de variación pueden ser debidas a cuestiones técnicas 
(por ejemplo, tipo de isotipo detectado, soporte de detección, estadística aplicada al 
análisis de los resultados), pero también a factores determinados por la enorme 
complejidad clínica de la hidatidosis. Se ha mencionado que variables relacionadas 
con el propio parásito, tales como la localización, tamaño del quiste, número, 
integridad de la pared del quiste y viabilidad del parásito, así como factores 
relacionados con el manejo clínico del paciente, como la aplicación de tratamiento, 
pueden influir en la presencia de un nivel de anticuerpos específicos detectable en 
suero. Estas mismas variables influirán en la validez de cada antígeno para su uso en 
el seguimiento de pacientes con hidatidosis. Por tanto, la definición de estas variables 
resulta imprescindible para la correcta validación de la sensibilidad de nuevas 
herramientas serodiagnósticas potencialmente aplicables a la hidatidosis. 
En cuanto a la especificidad, sería recomendable la definición de verdaderos 
negativos, el uso de sueros de pacientes con otras patologías con hallazgos clínicos o 
imágenes similares a las de los pacientes con hidatidosis, y de pacientes con otros 
parásitos relacionados antigénicamente con E. granulosus. 
Al mismo tiempo, se ha mencionado que la hidatidosis es un problema 
importante en muchos países en desarrollo, mucho más acuciante que en países 
desarrollados. La falta de recursos para el diagnóstico de pacientes en países en 
desarrollo plantea la necesidad de disponer de métodos diagnósticos y de 
seguimiento alternativos, con buenas cualidades diagnósticas, fáciles de utilizar y que 
además resulten en un bajo costo de producción, transporte y manejo. 
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En este trabajo se plantea la obtención de nuevos antígenos recombinantes 
derivados del anteriormente descrito por nosotros, denominado B2t, con el objetivo 
global de mejorar el rendimiento de producción y el rendimiento diagnóstico 
obtenido con el mismo. Los nuevos antígenos se ensayarán con paneles de sueros 
bien caracterizados, para definir lo más detalladamente posible su utilidad en el 
diagnóstico y el seguimiento de la hidatidosis humana. El mejor candidato se utilizará 
para el desarrollo de un test de manufactura y uso económico, potencialmente 
comercializable y útil en países endémicos e hiperendémicos. 
 
Los objetivos concretos son: 
1. Obtención de nuevos antígenos recombinantes derivados del antígeno 
B2t, que aumenten el rendimiento diagnóstico y de producción con 
respecto al mismo. 
2. Comparación preliminar de la sensibilidad y especificidad de los 
nuevos antígenos recombinantes con el B2t y el líquido hidatídico 
para el diagnóstico de la hidatidosis. 
3. Validación sobre un panel de sueros más extenso de aquel antígeno 
con mayor rendimiento diagnóstico, en comparación con el B2t y el 
líquido hidatídico. 
4. Definición de las variables clínicas que influyen en el rendimiento 
diagnóstico de de los distintos antígenos ensayados. 
5. Comparación del nuevo antígeno con herramientas que actualmente 
se utilizan rutinariamente en el diagnóstico de la hidatidosis en clínica. 
6. Caracterización de la validez del nuevo antígeno para el seguimiento 
de pacientes con hidatidosis, en comparación con el B2t y con el 
líquido hidatídico. 
7. Diseño y obtención de un kit comercializable para el diagnóstico y 
seguimiento de la hidatidosis, conteniendo el nuevo antígeno o los 
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anticuerpos correspondientes, basado en la inmunocromatografía, y 
comparación de su utilidad con otras herramientas comerciales. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
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4.1. OBTENCIÓN DE ANTÍGENOS 
4.1.1. OBTENCIÓN DEL LÍQUIDO HIDATÍDICO 
El líquido hidatídico (LH) se obtuvo a partir de quistes hidatídicos de ovejas 
procedentes de diversos mataderos de Logroño, que contenían protoescólices viables 
(donación del Dr. Santos; Consejería de Salud de La Rioja), por punción en campana de 
flujo de los quistes con jeringas de 10 ml. El LH recibido en el laboratorio se centrifugó a 
3.000 rpm durante 5 minutos para eliminar las partículas sólidas (arenas hidatídicas) 
que se guardaron a -80°C para su uso posterior. El sobrenadante se liofilizó y una parte 
se almacenó a -80°C hasta su uso. Otra parte se resuspendió en agua destilada estéril y 
se determinó la concentración de proteínas con el kit MicroBCA Protein Assay (Pierce). 
Después fue almacenado a -20°C hasta su uso. 
 
4.1.2. OBTENCIÓN DE LOS CLONES RECOMBINANTES 
4.1.2.1. OBTENCIÓN DEL CLON RECOMBINANTE B2t 
El antígeno B2t en forma de recombinante se obtuvo en un trabajo anterior 
realizado por nuestro equipo (Hernández-González y cols., 2008). Brevemente, se 
extrajo el ARN total de E. granulosus a partir de arenas hidatídicas con el kit RNeasy 
Protect Mini (Qiagen), y a continuación se realizó una transcripción inversa del ARN 
total con el kit First-Strand cDNA Synthesis (Roche Farma). El ADN complementario 
resultante se utilizó para realizar una PCR con la pareja de cebadores B2tFwd (5’-
AAAGATGAGCCAAAAGCAC) y B2tRev (5’-AGGCAAATCATGTGTCCCG), basada en la 
secuencia de nucleótidos del antígeno B2 correspondiente al genotipo G1 (aislado 
ovino) disponible en GenBank (número de acceso U15001). Estos cebadores fueron 
diseñados para amplificar la secuencia codificante de la porción carboxi-terminal del 
antígeno B2 (los últimos 70 aminoácidos del total de la secuencia) con el fin de 
eliminar la región codificante de un péptido señal presente en la secuencia (figura 8). 
La predicción del péptido señal fue hecha mediante la aplicación SIG-Pred 
(www.bioinformatics.leeds.ac.uk/prot_analysis/Signal.html). La PCR se realizó en 30 
ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 48°C y 1 minuto a 72°C, esperándose 
obtener un producto de 241 pares de bases. 
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A 
  1 GTGTGTATCTGCGTGTGACATTTGTGGAGACAATCGCATAATGAGGACTT 50 
 51 ACATCCTTCTCTCTCTTGCTCTCGTGGCTTTCGTGGCCGTCGTTCAAGCT 100 
101 AAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGG 150 
151 TGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCG 200 
201 CTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATT 250 
251 CGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGA 300 
301 TGATTCAAAGTAAGTCATGCGTCGGGACACATGATTTGCCTAATAAATTC 350 
351 TACTTACCATCCCAT 365 
B 
 1 KDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKI 50 
51 REVLKKYVKNLVEEKDDDSK 70 
Figura 8. Secuencias correspondientes al antígeno B2 (nucleotídica) y al B2t (peptídica). A. 
Secuencia nucleotídica del antígeno B2, genotipo G1 (aislado ovino) disponible en GenBank 
(U15001). En ella se señalan los codones de inicio (ATG) y de terminación (TAA) en gris, y 
subrayadas las bases correspondientes a los cebadores específicos utilizados en la PCR 
para amplificar la secuencia codificante de la proteína recombinante B2t. La porción de 
secuencia que codifica el péptido señal aparece en negrita. B. Secuencia aminoacídica de la 
proteína recombinante B2t. 
El producto de la amplificación fue visualizado en un transiluminador 
ultravioleta tras electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. La 
banda correspondiente se cortó y se purificó con el kit StrataPrep DNA Gel Extraction 
Kit (Stratagene). El fragmento purificado se clonó en el vector pCR 2.1 TOPO 
(Invitrogen), y la reacción de clonación fue utilizada para transformar células 
Escherichia coli DH5 (Invitrogen). Los plásmidos fueron posteriormente extraídos de los 
transformantes seleccionados con el kit StrataPrep Plasmid Miniprep (Stratagene) y 
digeridos con la enzima de restricción EcoRI (Roche Farma). Tras electroforesis y 
purificación, el producto menor liberado por la digestión fue subclonado en el vector de 
expresión pGEX-4T1 (GE Healthcare Lifesciences) mediante una reacción de ligación 
con T4 DNA ligasa (Roche Farma). Los plásmidos fueron nuevamente extraídos para ser 
secuenciados y comprobar el marco de lectura de la secuencia en el vector. 
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Figura 9. Clonación de la secuencia B2t en el vector de expresión pGEX-4T1. A. Esquema 
del vector pGEX. B. Sitios de restricción disponibles para la subclonación de secuencias en 
el vector. C. Secuencia B2t integrada en el vector pGEX-4T1 tras el sitio de restricción 
EcoRI. Se señalan en gris los pares de bases que proceden del vector TOPO y subrayados los 
sitios de corte para EcoRI. Aparecen en negrita el primer codón de la secuencia B2t y el 
codón de terminación de la misma. 
 
4.1.2.2. OBTENCIÓN DE CLONES RECOMBINANTES DERIVADOS DE LA 
SECUENCIA B2t. 
Para la construcción de clones que contuviesen la secuencia B2t repetida un 
determinado número de veces en tándem (2B2t, 4B2t y 8B2t), se siguió la estrategia 
desarrollada por Lennick y cols. (1987), con algunas modificaciones. 
Se partió de la secuencia del antígeno B2t en pGEX-4T1 (figura 9C). Se diseñaron 
cebadores específicos sobre esta secuencia excluyendo el codón de terminación TAA y 
añadiendo a los extremos 5’ sitios de restricción para la enzima BglII en el cebador 
forward y BamHI en el cebador reverso, que aparecen subrayadas en sus 
correspondientes secuencias: FWDB2tan, 5’- ACAGATCTAAAGATGAG CCAAAAGC y 
REVB2tan, 5’-ATGGATCCCTTTGAATCATCATC. 
La PCR se realizó en 35 ciclos, los 5 primeros de 40 segundos a 94°C, 40 
segundos a 48°C y 1 minuto a 72°C. En los siguientes 30 ciclos la temperatura de 
anillamiento fue de 58°C. El producto amplificado fue purificado tras electroforesis y 
subclonado en el vector pGEM-T-EASY (Promega; figura 10). Los plásmidos resultantes 
A B 
C 
SECUENCIA B2t EN PGEX4T1 
GAATTCGCCCTTAAAGATGAGCCAAAAGCACAC
ATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAA
CTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGT
CAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACT
GCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGT
GAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTG
GAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGTAAGTCATG
CGTCGGGACACATGATTTGCCTAAGGGCGAATT
C 
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de la reacción de ligación se utilizaron para transformar células E. coli de la cepa XL1B. 
Los clones recombinantes se seleccionaron con ampicilina y fueron secuenciados para 
verificar la inclusión del producto de PCR. 
 
A B
 
Figura 10. Plásmido pGEM-T-EASY. Se muestra la estructura del plásmido (A) y su sitio de 
clonación (B). 
Los plásmidos fueron extraídos de los clones elegidos y se sometieron a dos 
digestiones diferentes llevadas a cabo en paralelo.En una de ellas, el plásmido pGEM-B2t 
fue digerido con las enzimas BamHI y SacI, y en la otra, con las enzimas BglII y SacI. Los 
productos de digestión (vector pGEM-B2t y secuencia B2t) fueron purificados desde 
un gel de agarosa. Ambos productos digeridos fueron ligados, de modo que el extremo 
5’ del fragmento B2t digerido por BglII se unió al extremo 3’ del plásmido PGEM-B2t 
digerido por BamHI. La correcta unión de las secuencias específicas de corte BamHI-
BglII provocó la pérdida de ambos sitios de restricción en la interfase, quedando 6 
pares de bases entre las dos secuencias B2t clonadas en tándem, repetición que 
quedó flanqueada por sitios de corte BglII y BamHI. 
Sobre los plásmidos seleccionados que contuvieron la secuencia en tándem 2B2t, 
se repitieron las digestiones anteriormente explicadas, obteniéndose como producto de 
las mismas el plásmido pGEM-B2t-B2t digerido con BamHI y SacI y un fragmento B2t-
B2t digerido en un extremo por la enzima BglII y en el otro por SacI. Tras la ligación 
de ambos productos de digestión se obtuvo un plásmido pGEM con 4 copias en 
tándem de la secuencia B2t. 
Siguiendo la misma metodología se obtuvo un tercer plásmido con 8 copias de 
la secuencia B2t. Las clonaciones sucesivas se muestran en la figura 11.  
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Figura 11. Esquema de las clonaciones repetidas en tándem de la secuencia B2t. A. 
Digestiones en paralelo del plásmido pGEM con una unidad B2t, mostrándose los extremos 
cohesivos que quedan tras la digestión llevada a cabo por las enzimas BglII y BamHI. B. 
Ligación que da lugar a dos secuencias B2t unidas por 6 pares de bases resultado de la unión 
de los sitios de restricción BamHI y BglII conllevando la desaparición de los mismos. C. 
Segundo ciclo de digestiones sobre el plásmido pGEM con 2 copias B2t. D. Ligaciones que dan 
lugar a 4 y 8 copias secuenciales de B2t con 6 pares de bases separando una de otra. 
Después de cada una de las ligaciones que se realizaron para la obtención de 
las diferentes secuencias en tándem, los plásmidos resultantes fueron utilizados para 
transformar células E. coli XL1B. De las colonias recombinantes seleccionadas en 
presencia de antibiótico se extrajeron los plásmidos que fueron sometidos a una 
digestión con EcoRI y cargados en un gel de agarosa para comprobar el tamaño de las 
bandas. Posteriormente, los plásmidos recombinantes fueron secuenciados. 
Tras comprobar los resultados de la secuenciación, las secuencias en tándem 
B2t se subclonaron en el vector de expresión pGEX-4T1 mediante previa digestión 
con la enzima EcoRI tanto del vector de expresión como del vector pGEM que 
contenía el tándem (figura 12). 
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Figura 12 Subclonación de los tándems B2t en el vector de expresión pGEX-4T1 en el sitio 
de restricción EcoRI. 
 
4.1.2.3. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 
Las secuencias subclonadas en pGEX se expresarán como proteínas de fusión 
en la cepa de E. coli BL21 CodonPlus-RIL (Stratagene) incluyendo en su extremo N-
terminal la proteína GST como tag o etiqueta. Este tag nos permitirá purificar la 
proteína del resto del material citosólico de la bacteria mediante la unión específica 
de la GST a la resina Glutatione Sepharose 4B (GE Healthcare). La obtención de la 
proteína de interés purificada se hará mediante el corte específico de la enzima 
trombina que se encuentra entre el final de la GST y el inicio de la proteína específica. 
El protocolo que se llevó a cabo para la expresión y purificación de la proteína 
recombinante B2t (Hernández-González y cols., 2008) se aplicó al resto de antígenos 
recombinantes 2B2t, 4B2t y 8B2t, y se detalla a continuación. 
1.-Preinocular una alícuota de la bacteria recombinante en un erlenmeyer con 
medio 2xYT (para 1 litro: triptona-16 g, extracto de levadura-10 g, NaCl-5 g, pH 7) 
estéril, con ampicilina (100 µg/ml) y cloranfenicol (50µg/ml). 
2.-Incubar toda la noche a 37°C en agitación a 160 rpm. 
3.-Diluir el preinóculo 100 veces en medio 2xYT con ampicilina (100 µg/ml) y 
cloranfenicol (50 µg/ml). El volumen ocupado por el medio no debe sobrepasar el 
10% del volumen total del recipiente que lo contiene para una adecuada aireación. 
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Incubar a 37°C en agitación hasta conseguir una densidad óptica entre 0,8-1 a una 
longitud de onda de 595 nm (~3 horas). 
4.-Añadir isopropil-tiogalactósido (IPTG, Ambion) a una concentración final de 
0,1 mM. Inducir la expresión de la proteína de fusión durante 3 horas en las mismas 
condiciones de temperatura y agitación. 
5.-Centrifugar el medio a 9.000 rpm durante 10 minutos. 
6.-Resuspender el sedimento en PBS 1X a 4°C, en 1:100 del volumen original 
de cultivo. 
7.-Lisar las células por sonicación mediante 5 ciclos de 40 segundos a una 
potencia del 80% (sonicador VibraCells, Sonics Materials), en hielo. 
8.-Añadir Triton X-100 a una concentración final del 1%. Mantener en 
agitación durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
9.-Centrifugar la muestra a 20.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. 
10.-Añadir el sobrenadante obtenido del paso anterior a la resina utilizando 
aproximadamente 1 ml de resina Glutatione Sepharose 4B equilibrada (GE 
Healthcare) por litro de medio de cultivo. A continuación mantener en agitación 
durante 30 minutos. 
11.-Centrifugar 5 minutos a 3.000 rpm a 4°C y eliminar el sobrenadante. 
Reservar una pequeña alícuota para analizar en un gel de acrilamida. Realizar al 
menos tres lavados de la resina con PBS 1X en una proporción 50:1 al volumen de 
resina. 
12.-Añadir 50 unidades de trombina por mililitro de resina junto con 500 µl de 
PBS 1X. 
13.-Dejar en agitación a temperatura ambiente durante al menos 16 horas. 
14.-Separar el sobrenadante de la resina por centrifugación durante 5 minutos 
a 3.000 rpm a 4°C, cogiendo una pequeña alícuota del sobrenadante y otra de la 
resina para analizarlas en un gel de acrilamida. 
15.-Calcular la concentración de proteína obtenida mediante la técnica 
colorimétrica BCA (Pierce). 
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El rendimiento de obtención de cada una de las proteínas se comparó con el de 
la recombinante B2t en las mismas condiciones, como se explica a continuación. Se 
recogió por centrifugación a 9.000 rpm durante 10 minutos el pellet celular de cada 
uno de los clones tras la inducción de 1 l de cultivo de cada uno de ellos. Los pellets 
resultantes se pesaron y posteriormente se resuspendieron en el mismo volumen (10 
ml de PBS) para todos los clones. Los pellets fueron lisados tal y como se detalla en el 
protocolo anterior, y las proteínas que quedaron en el sobrenadante tras 
centrifugación se purificaron con el mismo volumen de resina de afinidad. Tras el 
corte con trombina, se cargó un volumen igual para todas las proteínas (20 µl de 
muestra más 5 µl del tampón de carga con SDS y mercaptoetanol -Sambrook y Russell 
(2001)- tras hervirlas durante 5 minutos a baño María), en un gel de acrilamida al 
12%, preparado según el protocolo de Sambrook y Russell (2001). Los geles fueron 
teñidos con azul de Coomasie (Sambrook y Russell, 2001), y se estimó la integridad y 
la abundancia relativa de cada proteína, comparando estos resultados con los 
obtenidos mediante la valoración de las mismas proteínas con el kit BCA (Pierce). 
 
4.2. CARACTERIZACIÓN DIAGNÓSTICA DE LOS NUEVOS ANTÍGENOS 
RECOMBINANTES EN ELISA  
4.2.1. PRIMERA SELECCIÓN DE ANTÍGENOS EN ELISA 
Tras la expresión y purificación de los nuevos antígenos recombinantes 2B2t y 
4B2t, estos fueron testados en ELISA para determinar su validez diagnóstica de 
acuerdo a su sensibilidad y especificidad comparada con la del recombinante B2t 
original y el líquido hidatídico (LH), que se eligió como gold standard. El antígeno 
8B2t no se testó por su bajo rendimiento de producción (ver resultados). 
Para esta primera selección se utilizaron 102 sueros, incluyendo 49 sueros de 
donantes sanos y 54 sueros de pacientes con hidatidosis hepática confirmada por 
cirugía, procedentes de hospitales españoles. Estos últimos se eligieron en base a su 
reactividad frente al antígeno recombinante B2t en ELISA (12 negativos y 42 
positivos). 
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El ELISA indirecto para la detección de IgG total en el suero de pacientes, fue la 
técnica de elección para la comparación del rendimiento diagnóstico de los diferentes 
recombinantes entre sí y con el LH. Tras la puesta a punto de las condiciones óptimas, 
el protocolo definitivo constó de 6 pasos que se detallan a continuación. 
1.-Tapizado. Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos (Corning, 
Spain) de fondo plano. En cada pocillo de la placa se dispensaron 100 µl de tampón 
carbonato pH 9,6 (para 1 litro: NaHCO3 (Panreac)-2,93 g, Na2CO3 (Panreac)-1,59 g) 
con el antígeno a una concentración de 5 µg/ml en el caso del LH y 0,5 µg/ml en el 
caso de las proteínas recombinantes B2t, 2B2t y 4B2t. Las placas fueron incubadas 
toda la noche (12-18 horas) a 4°C. Al día siguiente se retiró la solución de los pocillos 
y se hicieron 6 ciclos de lavado cada uno de 300 µl/pocillo con PBS-Tween 0,05% en 
el lavador WellWash 4 MK 2 (Thermo Scientific). 
2.-Bloqueo. A cada pocillo se aplicaron 200 µl de una solución de bloqueo que 
contenía 1% de BSA (Sigma) en PBS-Tween 0,05%. Se incubó 1h 30 minutos a 37°C. 
3.-Sueros. Cada uno de los sueros se diluyó en la solución de bloqueo a razón 
de 1:200 y se dispensaron 100 µl por duplicado en la placa, tras retirar la solución de 
bloqueo. La placa se incubó 1 hora a 37°C y después fue lavada 6 veces tal y como se 
ha detallado en el primer paso. 
4.-Anticuerpo secundario. Para la detección de IgG se utilizó una 
inmunoglobulina anti-IgG total humana conjugada con peroxidasa producida en 
conejo (A8792, Sigma). La anti-IgG se diluyó en solución de bloqueo a 1:2.000, y se 
aplicaron 100 µl por pocillo. Se incubó 1 hora a 37°C. Después se realizaron 6 lavados 
como en el apartado anterior. 
5.-Revelado de la reacción. En cada pocillo se dispensaron 100 µl de la solución 
de revelado preparada con 10 ml de tampón citrato pH 5 (para 1 litro: C6H8O7*H2O 
(Panreac)-4,48 g, Na2HPO4 (Panreac)-37,08 g), 2,8 mg de orto-fenileno diamina (OPD, 
Sigma) y 4µl de peróxido de hidrógeno (H2O2, Panreac). Se incubó en oscuridad a 
temperatura ambiente. La reacción se detuvo con 50 µl/pocillo de ácido sulfúrico 3 N 
(H2SO4, Panreac). 
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6.-Lectura. La absorbancia de cada pocillo fue leída a 492 nm en lector de 
ELISA (SLT-Lab Instruments, EAR 400 FT). 
Los valores de densidad óptica obtenidos en ELISA para cada suero fueron 
transformados en el denominado índice serológico (IS). Este valor se calcula para 
poder normalizar y comparar directamente las distintas placas de ELISA, 
comparación más complicada de realizar si se hace atendiendo a las densidades 
ópticas. El IS nos permite calcular un valor de corte común para todos los ELISAs 
desarrollados para cada antígeno. Este índice se calculó aplicando la siguiente 
fórmula: [(CN-S)/(CN-CP)]*100, donde CN y CP representan el valor de densidad 
óptica obtenido con el control negativo y positivo respectivamente, y S es el valor 
obtenido para cada suero a testar. 
 
4.2.2. COMPARACIÓN DE LOS ANTIGENOS 2B2t, B2t Y LH EN ELISA Y UN 
KIT COMERCIAL DE HAI. INFLUENCIA DE LAS CARACTERÍSTICAS 
CLÍNICAS 
La selección inicial indicó que el antígeno 2B2t podría constituir una buena 
alternativa diagnóstica con respecto al antígeno B2t. Por eso, el antígeno 2B2t se 
comparó en ELISA con el antígeno original (B2t), el líquido hidatídico (el más 
frecuentemente utilizado en serodiagnóstico de pacientes con hidatidosis) y con una 
técnica comercial de uso rutinario en hospitales (test de hemaglutinación indirecta –
HAI- de Fumouze Diagnostics, Francia -Hydatidose Fumouze-), utilizando un panel de 
sueros de pacientes con hidatidosis mayor que el empleado en la selección inicial. 
El kit Hydatidose Fumouze está basado en la detección de anticuerpos 
específicos en suero contra una fracción purificada del antígeno 5 de E. granulosus. 
Los valores de sensibilidad y especificidad dados por la casa comercial son de 94,4% 
y 93%, respectivamente. Este kit se utilizó siguiendo las indicaciones de la casa 
comercial. Brevemente, los sueros fueron diluidos a 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y 1:640 
en la solución salina del kit. Después se añadió una gota de eritrocitos sensibilizados a 
cada pocillo y las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. A 
continuación, las reacciones de aglutinación fueron interpretadas siguiendo las 
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instrucciones del kit. Los sueros fueron considerados positivos cuando se observó 
aglutinación en las diluciones iguales o superiores a 1:320 (valor de corte). El control 
de aglutininas se desarrolló para algunos de los sueros tomados al azar. 
El test de ELISA para el LH y los antígenos recombinantes B2t y 2B2t se realizó 
tal y como se ha detallado en el apartado anterior. 
Para el cálculo y la comparación de la sensibilidad de cada test se utilizó un 
panel que constó de 186 sueros de pacientes procedentes de Perú con hidatidosis 
confirmada mediante cirugía o imagen de los que se disponía de los datos clínicos 
detallados en la tabla 8. 
Para determinar la especificidad y las reacciones cruzadas de cada uno de los 
antígenos y de la técnica HAI se utilizaron 110 sueros de individuos sanos y 36 sueros 
de pacientes con hepatitis (15 con hepatitis B y 21 con hepatitis C) recogidos en el 
Hospital Clínico Universitario de Salamanca. Además se incluyeron 138 sueros de 
pacientes con parásitos relacionados con E. granulosus. De estos, 70 sueros eran de 
pacientes con neurocisticercosis (57 de pacientes peruanos y 13 de pacientes 
mejicanos), 57 sueros de pacientes con hidatidosis alveolar procedentes de Suiza y 11 
pacientes de Perú con teniosis. Todos ellos fueron confirmados por microscopía o por 
serología específica en inmunoblot y ELISA. 
El mejor valor de corte fue determinado para cada uno de los antígenos 
mediante curvas ROC, elaboradas con los valores de IS para cada suero (ver más 
arriba), incluyendo como verdaderos positivos los sueros de pacientes con 
hidatidosis, y como verdaderos negativos, los sueros de donantes sanos y los de 
aquellos pacientes con otras patologías. Para este cálculo, se utilizó el programa SPSS 
version 19.0. El valor de corte del kit de hemaglutinación fue el determinado por la 
casa comercial. 
Con ambos grupos de sueros además se calculó y comparó la eficiencia 
diagnóstica total de cada test también mediante curvas ROC. Estas curvas 
representan en un gráfico los valores de sensibilidad (eje Y) y 1-especificidad (eje X) 
que toma el test con respecto a cada posible valor de corte, por lo que el cálculo del 
área bajo la curva (ABC) es un valor que nos permite comparar la utilidad total de 
cada test: cuanto mayor sea, mayor será la utilidad. Las diferencias significativas 
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entre los valores de ABC fueron determinadas mediante la prueba de “homogeneidad 
de áreas”. Para este cálculo se utilizó el programa Epidat 4.0 
(http://www.sergas.es/MostrarContidos_N3_T01.aspx? IdPaxina=62713). 
Tras determinar la sensibilidad, especificidad y eficiencia diagnóstica de cada 
uno de los tests, se estudiaron los factores que podrían estar afectando a la 
sensibilidad de nuestros antígenos y al test comercial de HAI. Para ello los sueros de 
hidatidosis procedentes de Perú fueron agrupados según las características clínicas 
disponibles, calculándose la sensibilidad con cada uno de los tests para cada una de 
las opciones. Las diferencias entre los distintos grupos en cuanto a la sensibilidad 
mostrada se evaluaron estadísticamente mediante el test chi-cuadrado. Mediante un 
análisis de regresión logística binaria bivariante se calcularon los valores de odds 
ratio (OR) para cada característica clínica, y con un análisis de regresión logística 
binaria multivariante se analizaron en conjunto aquellas que mostraron ser las más 
influyentes en el resultado de los tests de inmunodiagnóstico, para discernir cuáles 
son los factores que combinadamente y de forma más directa afectan a cada test 
diagnóstico. 
Algunos de los grupos que fueron comparados presentaron un número muy 
limitado de sueros, lo que hizo necesario el ensayo con un panel de sueros más 
amplio. Este nuevo panel contó con un total de 942 sueros de pacientes de Italia y de 
Alemania, con hidatidosis confirmada por cirugía o por imagen. Estos sueros se 
agruparon con los de Perú para los análisis posteriores, según sus variables clínicas, 
tal y como se muestra en la tabla 9. 
Los análisis estadísticos aplicados a este grupo de sueros fueron los mismos 
que los utilizados para el panel de sueros de Perú. 
Todos los cálculos estadísticos se hicieron con el programa SPSS version 19.0. 
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Tabla 8. Descripción de los pacientes con hidatidosis de Perú 
  Número Porcentaje 
Hidatidosis confirmada por     
Cirugía 134 72,0 
Imagen 52 28,0 
Género     
Hombres 85 45,7 
Mujeres 101 54,3 
Número de quistes     
Único 108 58,1 
Múltiple 78 41,9 
Localización quística     
Hígado 65 34,9 
Pulmón 86 46,2 
Hígado y pulmón 24 12,9 
Otras 11 6 
Clasificación quística*     
CE1 44 57,9 
CE2 22 28,9 
CE3 8 10,5 
CE4 2 2,6 
ND 13   
Complicaciones     
No 87 46,8 
Sí 98 52,7 
ND 1 0,5 
Antecedentes     
No 166 89,2 
Sí 20 10,8 
Toma del suero     
Antes del tratamiento 129 69,4 
Después del tratamiento 57 30,6 
* Solo para los casos de quistes en el hígado de acuerdo con la clasificación de la OMS 
(2003). Complicaciones: quistes rotos en 51 pacientes y quistes infectados en 47 pacientes. 
Antecedentes, indica si el paciente presentó la enfermedad en el pasado. De los 57 
pacientes de los que se colectó el suero después de tratamiento, 55 habían sido tratados 
quirúrgicamente, y 2 habían sido tratados exclusivamente con albendazol. ND, no 
determinado. Número, indica el número de sueros correspondiente a cada categoría. 
Porcentaje, indica el porcentaje de sueros dentro de cada categoría con respecto al total. 
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Tabla 9. Descriptiva de los sueros incluidos en cada variable clínica, procedentes 
de pacientes de Italia, Alemania y Perú. 
  Número Porcentaje 
Localización quística   
Hígado 942 83,5 
Otras 162 14,4 
ND 24 2,1 
Número de quistes   
Único 662 58,7 
Múltiple 464 41,1 
ND 2 0,2 
Clasificación quística   
CE1 119 10,5 
CE2 81 7,2 
CE3a 105 9,3 
CE3b 325 28,8 
CE4 266 23,6 
CE5 134 11,9 
ND 98 8,7 
Toma del suero   
Antes del tratamiento 661 58,6 
Después del tratamiento 458 40,6 
ND 9 0,8 
En localización quística, “Otras” incluye pulmón, músculo, riñón, corazón, colon, bazo, 
peritoneo y espina dorsal. Momento de la toma del suero: “Después del tratamiento” se 
refiere a aquellos sueros recogidos de pacientes que fueron sometidos a un tratamiento, 
siempre y cuando no hayan transcurrido más de dos años después del mismo. De los 458 
sueros colectados después del tratamiento, 121 correspondían a pacientes tratados 
quirúrgicamente junto con albendazol, 69 a pacientes sometidos solo a cirugía y 268 a 
pacientes que habían sido tratados exclusivamente con albendazol. ND, no determinado. 
Número, indica el número de sueros dentro de cada categoría. Porcentaje, indica el 
porcentaje dentro de cada categoría con respecto al total. 
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4.3. CARACTERIZACIÓN DEL ANTÍGENO 2B2t EN COMPARACIÓN CON 
B2t Y LH, PARA EL SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON HIDATIDOSIS 
En este ensayo se utilizaron un total de 634 sueros de 231 pacientes con 
hidatidosis procedentes de Italia, Alemania y España, incluyendo los de esta última 
procedencia un total de 71 sueros de 35 pacientes en seguimiento tras cirugía 
(Hernández-González y cols., 2008). En la tabla 10 se detallan sus características 
clínicas. Todos ellos fueron seguidos por imagen durante todo el período de 
seguimiento. Este período, al tratarse de una colecta retrospectiva, fue variable para 
cada paciente. 
Los 231 pacientes se dividieron según su manejo clínico en tres grupos: 
sometidos a tratamiento quirúrgico o a una técnica de aspiración, sometidos a 
tratamiento exclusivamente farmacológico, y solamente observados (watch and wait). 
En todos los casos, nuestro objetivo fue determinar en qué medida existía 
concordancia entre la presencia y/o el estado del quiste (activo, transicional o 
inactivo), evaluado por técnicas de imagen (gold standard) y el nivel de anticuerpos 
específicos, y por tanto entre la evolución del paciente y el resultado de la serología 
para cada test. 
En este sentido, los pacientes que habían sido sometidos a una intervención 
quirúrgica (n=57) o a una técnica de aspiración (n=14), fueron divididos en 
“pacientes curados”, considerados como aquellos que mostraban la ausencia del 
quiste extraído por cirugía o la cavidad residual tras la aspiración, sin presentar 
recurrencias o reaparición de imágenes sugerentes de actividad parasitaria durante 
el tiempo que duró el seguimiento. El segundo grupo fueron “pacientes no curados”, 
incluyendo en esta categoría pacientes en los que se detectó por imagen hidatidosis 
secundaria o hidatidosis primaria no detectada anteriormente, o aquellos que 
habiendo sido sometidos a una técnica de aspiración, mostraron imágenes sugerentes 
de actividad parasitaria en la correspondiente cavidad residual, durante el período de 
seguimiento. Todos los pacientes incluidos en este grupo disponían al menos de dos 
sueros, siendo el primero de ellos positivo a todos los antígenos en ELISA y recogido 
antes o poco después de la intervención. 
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En el estudio de estos pacientes en seguimiento, se comprobó si los valores de 
IS de pacientes curados y no curados seguían una distribución normal para los 
distintos intervalos de tiempo, mediante la representación de dichos valores en 
diagramas box-plot y la prueba de Kolmogórov-Smirnov, para poder determinar así 
cual era el test estadístico que se debía aplicar para la comparación de esos datos. Se 
determinó que el test de Kruskal-Wallis era el indicado, utilizándose dicho test para 
comprobar la existencia de diferencias entre los distintos intervalos de tiempo dentro 
de cada grupo, considerándose valores significativos cuando P<0,05. Este test nos 
indicará si existen diferencias estadísticamente significativas en las variaciones de IS 
(nivel de anticuerpos específicos) dentro de cada uno de esos dos grupos a lo largo 
del tiempo de seguimiento. 
En pacientes tratados exclusivamente con albendazol, y en aquellos sometidos 
a observación sin tratamiento, se tuvo en cuenta la clasificación quística antes del 
tratamiento y durante el período de seguimiento. Los pacientes con tratamiento 
farmacológico se agruparon en sujetos con buena evolución, cuando la imagen 
evolucionaba a estados inactivos (CE4 y CE5; 7 pacientes, 30 sueros), y con mala 
evolución cuando la imagen no evolucionaba a estados inactivos (37 pacientes, 148 
sueros). En estos dos grupos, se realizó una comparación de los ISs frente a cada uno 
de los antígenos testados, a lo largo del tiempo tras tratamiento, comenzando a contar 
los intervalos de tiempo desde la finalización del último ciclo de tratamiento, y 
clasificando el resto de los sueros anteriores como tiempo 0. El primer suero recogido 
de cada paciente tenía un valor positivo en ELISA para todos los antígenos.  
Al igual que se hizo con el grupo de pacientes en seguimiento tras una cirugía o 
técnica de aspiración, el test estadístico aplicado para la determinación de diferencias 
significativas entre los diferentes intervalos de tiempo aquí, fue el de Kruskal-Wallis 
tras comprobar que los datos no seguían una distribución normal. 
Además, tanto para el seguimiento de pacientes tras cirugía/aspiración como 
para los tratados farmacológicamente se calculó el porcentaje de positividad para 
cada uno de los subgrupos de sueros de pacientes en cada intervalo de tiempo. 
En el caso de los pacientes en watch and wait, se realizó una clasificación 
también en cuanto al tipo de quiste, con 116 pacientes (236 sueros, que fueron 
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recogidos desde el inicio, sin tener en cuenta si eran o no positivos en ELISA). Sin 
embargo, y por razones obvias, la mayor parte de estos pacientes ya presentaba al 
inicio del seguimiento una imagen inactiva (CE4 o CE5). Además, en este grupo, solo 
dos de los pacientes tienen una evolución desde una lesión activa a una inactiva 
durante el período de seguimiento.  
Para comparar la distribución de los valores de IS en los sueros agrupados por 
tipo de quiste en los pacientes watch and wait (CE1, CE2, CE3a, CE3b, CE4 y CE5), 
estos fueron representados en diagramas box-plot y se sometieron a la prueba de 
Kruskal-Wallis para la determinación de diferencias significativas entre dichos 
grupos y a la prueba de U de Mann-Whitney buscar diferencias entre quistes activos y 
transicionales (CE1 a CE3) y quistes inactivos (CE4 y CE5). 
Además, se calculó el porcentaje de positividad para cada uno de los 
subgrupos de sueros de pacientes watch and wait. Este porcentaje y su tendencia con 
respecto a la actividad quística se comparó con 264 sueros de pacientes que habían 
sido sometidos a tratamiento farmacológico, y que fueron seleccionados del 
correspondiente archivo SPSS con las siguientes características: pacientes tratados 
solo con fármacos y cuyos sueros no tengan una fecha posterior a los dos años tras la 
finalización del último ciclo de tratamiento. Todos los cálculos estadísticos se hicieron 
con el programa SPSS version 19.0. 
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Tabla 10. Número de pacientes y sueros seleccionados para la evaluación de la 
serología en el seguimiento de pacientes según el tipo de tratamiento. 
SEG. TRAS CIRUGÍA O 
ASPIRACIÓN 
Pacientes Sueros Tiempo tras tratamiento 
TOTAL 71 220 0 1 2 3 >3 
Curados 60 176 54 67 19 13 23 
No curados 11 44 5 11 6 5 17 
 
SEG. TRAS 
TRATAMIENTO 
FARMACOLÓGICO 
Pacientes Sueros Tiempo tras tratamiento 
TOTAL 44 178 0 1 2 3 >3 
Buena evolución 7 30 9 7 5 5 4 
Sin evolución 37 148 32 35 26 20 36 
 
   Clasificación quística 
Pacientes Sueros CE1 CE2 CE3a CE3b CE4 CE5 SEG. EN WATCH AND 
WAIT 116 236 6 15 4 32 85 94 
CON TRAT. 
FARMACOLÓGICO 
100 264 9 16 44 131 56 8 
Seguimiento tras cirugía o aspiración y tras tratamiento farmacológico: para cada punto de 
tiempo en el seguimiento se da el número de sueros recogidos. 0, incluye sueros recogidos 
antes de la intervención o justo después; 1, 2 y 3 indican los sueros recogidos durante el 
primero, segundo y tercer año tras el tratamiento, y >3, indica los sueros recogidos con 
posterioridad a los 3 años del tratamiento, llegando a los 11 años en el seguimiento tras 
cirugía o aspiración y 7 años en el seguimiento tras tratamiento farmacológico. 
Seguimiento en watch and wait; se da el número de sueros para cada estadio quístico. Los 
“pacientes con tratamiento farmacológico” no corresponden a una sucesión de sueros de 
seguimiento, sino a sueros de pacientes tratados solo con fármacos y cuyos sueros no 
tengan una fecha posterior a los dos años tras la finalización del último ciclo de 
tratamiento, utilizados con fines puramente comparativos. 
Materiales y Métodos 
99 
4.4. DESARROLLO DE TIRAS INMUNOCROMATO GRÁFICAS PARA EL 
DIAGNÓSTICO Y SEGUIMIENTO DE LA HIDATIDOSIS. 
4.4.1. TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS PARA LA DETECCIÓN DE 
ANTICUERPOS. 
La tecnología denominada lateral flow immunochromatographic assay (LFIA), 
consiste en una tira prefabricada conteniendo reactivos secos, que basa su utilidad 
diagnóstica en la captura inmunológica de un coloide coloreado, conjugado con un 
antígeno o un anticuerpo, durante su paso a través de una membrana sobre la que se 
ha inmovilizado un anticuerpo o un antígeno. Estos tests se usan con profusión en 
diagnóstico, puesto que presentan unas características que los hacen muy útiles en 
este ámbito, como la rapidez y sencillez de realización e interpretación, su bajo costo, 
su estabilidad a temperatura ambiente y la posibilidad de utilizarlos en el mismo sitio 
donde se atiende al paciente, sin tener que externalizar el análisis. 
Tras la evaluación de los antígenos recombinantes en ELISA, se trabajó en el 
desarrollo de tiras de inmunocromatografía transportando dichos antígenos 
recombinantes para la detección de anticuerpos específicos en suero. 
 
4.4.1.1. PRIMERA APROXIMACIÓN: DESARROLLO EN CERTEST S.L. 
Para el diseño y desarrollo de un primer prototipo de tira inmunodiagnóstica, 
contamos con el asesoramiento y apoyo de la empresa Certest Biotec SL (Zaragoza), 
donde fueron realizados todos los ensayos. Para este desarrollo, se firmó un contrato 
de confidencialidad, por lo que en este apartado no se realiza la descripción detallada 
de los materiales utilizados ni de los procedimientos llevados a cabo en la elaboración 
de estas tiras, sino una descripción que permite al lector un seguimiento del 
desarrollo de las mismas, y que consideramos suficiente para la comprensión del 
trabajo realizado y de los resultados obtenidos. 
Para obtener un test de diagnóstico para la hidatidosis se probaron distintas 
condiciones y combinaciones de reactivos, basándonos en un primer momento en un 
formato de tira estándar (figura 13). 
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Figura 13. Esquema básico de una tira inmunocromatográfica. La primera imagen 
representa la tira inmunocromatográfica, que está constituida por: (i) fibras absorbentes -
material que absorberá la muestra biológica líquida, llevándola hasta su extremo superior, 
donde se encuentran las partículas coloidales coloreadas, tapizadas con un antígeno o 
anticuerpo complementario al antígeno o anticuerpo que queramos detectar en la muestra 
(conjugado)-, (ii) membrana -material dispuesto en la parte central de la tira sobre el que 
discurrirán las partículas coloidales con la muestra-. Sobre su superficie se han depositado 
dos líneas, una de ellas es el control del test y la segunda llevará las moléculas que sean 
capaces de captar por una reacción antígeno-anticuerpo a la molécula de interés en la 
muestra ya unida a las partículas coloidales. Cuando la muestra sea positiva, aparecerá una 
línea de color en esta posición por la captura de las partículas coloidales coloreadas; (iii) 
papel absorbente, cuya función es evitar que el flujo se detenga en la membrana, obligando 
a este a continuar hacia el final de la tira. En la segunda imagen aparece la misma tira 
dentro de un cassette plástico con dos ventanas, una de ellas marcada con S, que sería el 
lugar donde se deposita la muestra y una segunda ventana donde se leerá el resultado de la 
prueba. C indica el lugar donde aparecerá la línea control del test y T indica el lugar donde 
aparecerá, si la muestra es positiva, la línea correspondiente al resultado del test. 
Los sueros utilizados durante las diferentes pruebas presentaban en ELISA 
valores de densidad óptica que iban desde 1 a 0,4, para el caso de sueros positivos, y 
0,3 a 0,1, para sueros negativos, incluyendo así sueros positivos débiles y negativos 
con valores elevados cercanos al valor de corte. 
Los reactivos, factores y condiciones que se probaron y combinaron entre sí en 
las tiras fueron los siguientes: 
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1. Antígeno. El antígeno2B2t se utilizó en diferentes posiciones en la tira y 
diferentes concentraciones. 
2. Anti-anticuerpos. Anti-IgG total y varios sub-isotipos de IgG a diferentes 
concentraciones. 
3. Materiales. 
 Fibras absorbentes. Tipo de fibra, longitud en la tira. 
 Membrana. Tamaño de poro, longitud en la tira. 
 Papel absorbente. Longitud en la tira. 
4. Partículas coloidales conjugadas. Tamaño de las partículas, cantidad 
dispuesta en la tira, tampón de dilución, posición en la tira. 
5. Diluciones del suero. 
6. Otros formatos de tira. Además del formato convencional (figura 13), se 
aplicaron otros tres formatos. 
Cada una de estas condiciones no se testaron secuencialmente sino que se 
combinaron y testaron conjuntamente para cada modelo de tira elaborada. 
1. Combinaciones en línea de tira y en conjugado 
El recombinante 2B2t se probó solo o en combinación con la proteína A o con 
anti-IgG humana total. Las posiciones y combinaciones realizadas fueron las 
siguientes: 
 
A. Antígeno pegado a la membrana y a las partículas, con el fin de captar 
cualquier tipo de inmunoglobulina específica presente en el suero. 
B. Antígeno pegado a la membrana y proteína A pegada a las partículas, 
de modo que a la proteína A se unirían todos los anticuerpos IgG 
presentes en la muestra biológica, y a la membrana se pegarían solo 
los anticuerpos específicos. La combinación inversa también se 
ensayó. 
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C. Antígeno pegado a la membrana y un anticuerpo monoclonal anti-IgG 
total humana pegado a las partículas, funcionando de la misma 
manera que la combinación anterior. La combinación inversa 
también se ensayó. 
Las combinaciones más sensibles se ensayaron con diferentes concentraciones 
de los reactivos (antígeno, anti-anticuerpo y proteína A), con el fin de mejorar la 
eficacia de la tira. 
2. Anticuerpos 
Se decidió probar a tapizar la membrana con diferentes anti-sub-isotipos de la 
familia de anticuerpos IgG humanos, para comprobar si el uso de alguno de ellos 
resultaba en un aumento de la sensibilidad de la técnica. Se probaron los anti-sub-
isotipos 1, 2, 3 y 4 monoclonales (AbD Serotec) además de la ya mencionada anti-IgG 
total monoclonal (Medix Biochemica) y policlonal (Sigma). 
Estos anticuerpos fueron testados a diferentes concentraciones en la 
membrana. 
3. Materiales 
En cuanto a las fibras absorbentes situadas en la base de la tira, se ensayaron 
diferentes texturas y longitudes de este material, para regular factores que podrían 
afectar a la sensibilidad y la especificidad del test, como la velocidad del flujo de la 
muestra en esta porción de la tira, el tiempo de contacto de la muestra biológica con 
las partículas coloreadas dispuestas sobre este material, y el volumen final de 
muestra que llegaría a interaccionar con las partículas de color, ya que parte queda 
retenido en la red de fibras. 
Sobre la membrana dispuesta en la parte central de la tira fluirán las esferas de 
color junto con la muestra, hasta llegar a la línea test donde se quedarán ancladas si la 
reacción es positiva o proseguirán hasta el final de la membrana si es negativa. Los 
factores con los que aquí experimentamos fueron el tamaño de poro de la membrana, 
probándose tres tamaños, y la longitud del recorrido de la muestra junto con las 
esferas, es decir, la longitud de la membrana en la tira. Estos dos factores estarán muy 
relacionados con la sensibilidad y especificidad del test, ya que afectan a la velocidad 
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del flujo. En general, a mayor velocidad tendremos menos falsos positivos y un fondo 
más limpio, pero también se verá un descenso en la sensibilidad, porque acortamos el 
tiempo de contacto entre las moléculas de interés en la muestra biológica, en este 
caso los anticuerpos específicos, con la línea test. Se hicieron pruebas con estas 
variables con el objetivo de conseguir el mejor binomio sensibilidad/especificidad. 
En el extremo superior de la tira se dispuso un papel absorbente de longitud 
variable con el fin de controlar la velocidad del flujo mediante una mayor o menor 
absorción. 
Cada una de las opciones ensayadas, en cuanto a los materiales, se probaron 
con distintas concentraciones del antígeno e inmunoglobulinas, diferentes 
concentraciones de partículas coloidales conjugadas sobre las fibras absorbentes, 
diferentes tamaños de las microesferas, así como con distintos tampones de dilución. 
4. Partículas coloidales conjugadas. 
También denominadas “conjugados”, son partículas esféricas coloreadas 
unidas mediante interacción covalente a una molécula que nos permitirá captar el 
elemento de interés por su unión a dicha molécula, en este caso las inmunoglobulinas 
específicas que se unirán al antígeno recombinante utilizado para la conjugación. 
Con el fin de ajustar la sensibilidad y especificidad de la tira, los factores que 
variamos fueron el tamaño de la partícula (se testaron cuatro tamaños diferentes), la 
cantidad de conjugado dispuesto en la tira, la concentración del antígeno en la 
superficie de la esfera y el tampón de dilución de los conjugados antes de depositarlos 
y secarlos en la tira. Para cada una de las variables ensayadas también se probaron 
distintas concentraciones de inmunoglobulinas sobre la membrana y distintos tipos 
de materiales. 
Todas estas variables fueron combinadas entre sí para dar con la fórmula de la 
tira que alcanzara la mayor sensibilidad, con la mayor especificidad posible. 
5. Dilución del suero 
Para la dilución de los sueros probamos con un amplio set de tampones 
diluyentes, cuya composición variaba en la concentración de sales, presencia de 
detergentes, presencia de bloqueantes y pH. Cada uno de ellos fue probado con cada 
Materiales y Métodos 
104 
tira construida sin el suero, eligiéndose para cada formato aquel tampón con el que 
no se obtuvieran falsos positivos. 
Tras elegir el tampón, probamos las tiras con un pool de sueros con densidad 
óptica muy alta en la técnica ELISA y un pool de sueros de donantes, en diluciones 
seriadas hasta la 1:1000. 
Una vez determinado el rango de dilución con el que se detectaba señal, se 
utilizó el resto de sueros positivos con densidades ópticas más bajas para elegir la 
dilución y volumen final a añadir, que resultasen los más adecuados para detectar 
como positivos los sueros correspondientes a pacientes con hidatidosis y como 
negativos aquellos sueros de donantes sanos. 
6. Otros formatos de tira 
Además del formato de tira mostrado en la figura 13, se diseñaron otros tres 
modelos para intentar aumentar la sensibilidad del test. 
El objetivo de estos modelos fue aumentar el tiempo de contacto entre la 
muestra y las microesferas, de modo que los anticuerpos tuviesen más tiempo para 
unirse específicamente al conjugado. En el primer modelo la tira es similar a la 
estándar, a diferencia de la posición del conjugado, que en la tira estándar se 
encuentra en la parte superior de las fibras absorbentes, y que en este caso se 
depositó en la base del material de dichas fibras, para propiciar así un mayor tiempo 
de contacto entre muestra y conjugado. Este modelo se ensayó con diferentes 
longitudes de las fibras absorbentes. 
En los otros dos modelos, las microesferas se depositan fuera de la tira bien en 
una pequeña porción de tejido de fibras absorbentes o sobre un hisopo que se incuba 
con la muestra diluida en un tubo eppendorf (figura 14). 
Para estos tres modelos, se probaron las mismas variables que para el modelo 
estándar en cuanto a los materiales, concentración de antígeno en las esferas y 
anticuerpos en membrana, tamaño y cantidad de los conjugados y tampones de 
dilución. 
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PROCEDIMIENTO CON TIRA ESTÁNDAR
PROCEDIMIENTO CON MODELO 1
Dilución del 
suero
Dilución del 
suero
PROCEDIMIENTO CON MODELO 2
PROCEDIMIENTO CON MODELO 3
Fibras absorbentes 
sin microesferas
Microesferas
sobre hisopo
Tampón 
diluyente Suero
Incubación
Fibras absorbentes 
con microesferas
Fibras absorbentes 
sin microesferas
Dilución del 
suero
Incubación
 
Figura 14. Esquema de los diferentes prototipos de tira utilizados y su modo de uso. El 
procedimiento con la tira de modelo estándar consiste en diluir el suero, aplicarlo sobre la 
base de la tira y esperar a la lectura del test. En este modelo el tiempo de contacto de la 
muestra con los conjugados dependerá de la velocidad del flujo a lo largo de la membrana. El 
modelo 1 se realiza de la misma manera que el estándar siendo también necesaria la dilución 
previa del suero. En este caso aumentamos el tiempo de contacto entre muestra y conjugado 
puesto que se aumenta el recorrido de los conjugados con la muestra hasta llegar a la línea 
test despositada sobre la membrana En el modelo 2, los conjugados se encuentran sobre 
fibras absorbentes que se incuban con el suero diluido. Este modelo nos permite controlar el 
tiempo de contacto de los conjugados con la muestra. Tras este período se sumerge el extremo 
basal de la tira, que en este caso la porción de material fibroso absorbente será más corta que 
en el modelo estándar, en la muestra diluida donde ahora también estarán los conjugados 
comenzando la cromatografía. El modelo 3 es muy similar al anterior aunque los conjugados 
se encuentran en la superficie de un hisopo que se sumergirá en el tampón de dilución. 
Cuando las microesferas se despegan del hisopo se añade la muestra y esta solución se incuba 
durante un tiempo tras el cual se sumergirá el extremo inferior de la tira para comenzar la 
cromatografía. 
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4.4.1.1.1. COMPARACIÓN DE LAS TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS DE CERTEST 
CON EL ELISA Y DOS TESTS COMERCIALES 
Una vez seleccionado el tipo de tira definitiva, que fue el modelo estándar 
conteniendo el antígeno 2B2t en el conjugado y un anticuerpo anti-IgG4 monoclonal 
en la tira, su sensibilidad y especificidad fue comparada con la técnica ELISA 
utilizando el mismo antígeno recombinante y con el test comercial de HAI de 
Fumouze, que contiene el antígeno 5 nativo purificado. 
El panel de sueros utilizado incluyó los 186 sueros de pacientes de Perú con 
hidatidosis, 110 sueros de individuos sanos, 36 sueros de pacientes con hepatitis (15 
con hepatitis B y 21 con hepatitis C) recogidos en el Hospital Clínico Universitario de 
Salamanca, y 73 sueros de pacientes con parásitos relacionados con E. granulosus. De 
estos, 57 sueros eran de pacientes peruanos con neurocisticercosis, 6 sueros de 
pacientes con hidatidosis alveolar procedentes de Suiza y 10 pacientes de Perú con 
teniosis. 
El kit de HAI se utilizó tal como se detalla en el apartado 4.2.2. y el ELISA, tal y 
como se detalla en el apartado 4.2.1 dentro del capítulo Materiales y Métodos. 
Nuestras tiras se ensayaron como se detalla a continuación. Sobre la ventana 
del cassette plástico marcado con la letra S (figura 13), se depositaron 100 μl de la 
muestra diluida a razón 1:10 (10 μl del suero y 90 μl del tampón de dilución). Tras 10 
minutos de espera se procedió a la lectura del resultado del test donde la aparición de 
una línea roja en la posición marcada con la letra T indicó la positividad del mismo. 
Las tiras desarrolladas en Certest se compararon posteriormente con otro kit 
comercial, también basado en la inmunocromatografía (VIRapid® HYDATIDOSIS), de 
la casa comercial Vircell. La diferencia principal entre este test comercial y el 
desarrollado por nosotros se encuentra en los antígenos utilizados. Vircell utiliza 
como antígeno una fracción purificada por HPLC del LH, enriquecida en los antígenos 
5 y B. Además, también se diferencia en que estos antígenos nativos se sitúan tanto en 
la línea test como en el conjugado. Otras diferencias con respecto a nuestro desarrollo 
es que este test utiliza particulas de oro, y que presenta un paso de incubación del 
suero con las partículas conjugadas dispuestas en las fibras absorbentes por un 
tiempo no mayor a 5 minutos. Tras este período se añade el tampón de dilución que 
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arrastra el suero junto con las partículas por la membrana. El test de Vircell se lee tras 
un tiempo de espera de 30 minutos, comparando la intensidad de la línea con un 
patrón de intensidad suministrado con el kit, cuya escala va del 0 al 3 (figura 15), de 
modo que para una intensidad inferior al valor 0,5, la prueba se consideraba negativa 
y cuando es mayor que este valor, positiva.  
Las tiras inmunocromatográficas de Vircell se ensayaron siguiendo las 
instrucciones dadas por la casa comercial que fueron las siguientes. Se dosificó sobre 
el pocillo 30 μl de la muestra esperando a que esta fuera absorbida durante un tiempo 
no superior a 5 minutos (nosotros esperamos 1minuto y 30 segundos para todas las 
muestras testadas). Se añadieron 2 gotas de la solución de revelado en el pocillo y los 
resultados fueron leídos a los 30 minutos. 
 
  
Estas tiras con antígeno nativo se compararon directamente con las 
desarrolladas por nosotros en Certest Biotec, utilizando un panel de sueros que 
incluía 50 muestras de pacientes con hidatidosis, cedidas por el Hospital 
Universitario de Valladolid, y 34 sueros de donantes. 
 
4.4.1.2. SEGUNDA APROXIMACIÓN: DESARROLLO EN VIRCELL SL  
La empresa Vircell mostró su interés por sustituir el antígeno nativo que 
utilizan en su tira por el antígeno recombinante 2B2t. Los detalles metodológicos 
acerca del desarrollo de dichas tiras son también objeto de un contrato de 
confidencialidad. La tira que mejor funcionó conteniendo el antígeno 2B2t 
Figura 15. Patrón de intensidad de la línea 
test para la interpretación del resultado del 
test inmunocromatográfico de Vircell.               
0 y S(-), indican que la muestra utilizada es 
negativa; 0.5 y S(+) LOW, indica que el 
resultado de la prueba es un positivo débil en 
el límite de la positividad; 1 y 2, indica que la 
muestra es positiva; 3 y S(+) HIGH, indica un 
resultado positivo muy fuerte. 
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recombinante, combinaba el antígeno nativo purificado (fracción 5 y B del LH) y un 
anticuerpo policlonal anti-IgG4 humano, ambos conjugados en las partículas de oro, y 
el 2B2t en la línea de la tira. Estas tiras se denominarán de aquí en adelante tiras 
Vircell recombinantes o Vircell-2B2t. 
 
4.4.1.2.1. COMPARACIÓN DE LOS DOS TESTS INMUNOCROMATOGRÁFICOS 
ELABORADOS EN VIRCELL JUNTO CON EL ELISA 2B2t 
Las nuevas tiras desarrolladas con el antígeno recombinante se compararon 
con las originales de Vircell, denominadas de aquí en adelante tiras Vircell nativas. 
Ambas tiras se utilizaron siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial para 
las tiras nativas (ver apartado anterior), ensayando un panel de 475 sueros (tabla 
11). De estos, 385 eran de pacientes de Italia y Alemania con distintas características 
clínicas, 50 de pacientes con hidatidosis alveolar (de los cuales 8 fueron positivos en 
el ELISA-2B2t), cuatro pools de pacientes con neurocisticercosis (dos pools de sueros 
negativos –uno de pacientes peruanos y otro de pacientes mejicanos-, uno de 
positivos altos, y uno de positivos medios según su reactividad en el ELISA-2B2t), y 
36 sueros de donantes (uno positivo en ELISA-2B2t). Para ambas se calculó la 
especificidad, además de la sensibilidad dependiendo de las características clínicas 
del paciente. Estos resultados fueron a su vez comparados con el ELISA usando como 
antígeno el recombinante 2B2t. 
Para comparar la eficiencia diagnóstica de cada test se calcularon los valores 
de área bajo la curva ROC (ABC). Las curvas ROC se construyeron mediante la 
representación de los valores de sensibilidad y 1-especificidad para cada uno de los 
valores de intensidad de la línea test obtenida con cada suero en el caso de las tiras 
inmunocromatográficas (figura 15) y, en el caso del ELISA-2B2t para cada uno de los 
valores de IS. En la construcción de las curvas ROC se incluyeron como verdaderos 
positivos los sueros de pacientes con hidatidosis, y como verdaderos negativos, los 
sueros de donantes sanos y los de aquellos pacientes con otras patologías. 
Tras determinar la sensibilidad, especificidad y eficiencia diagnóstica de cada 
uno de los tests, se estudiaron los factores que podrían estar afectando a la 
sensibilidad de las tiras de Vircell en comparación con el ELISA. Para ello los sueros 
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de hidatidosis fueron agrupados según las características clínicas disponibles. Las 
diferencias entre los distintos grupos en cuanto a la sensibilidad mostrada se 
evaluaron estadísticamente mediante el test chi-cuadrado. Mediante un análisis de 
regresión logística binaria bivariante se calcularon los valores de odds ratio (OR) para 
cada característica clínica, y con un análisis de regresión logística binaria 
multivariante se analizaron en conjunto aquellas que mostraron ser las más 
influyentes en el resultado de los tests de inmunodiagnóstico, para discernir cuáles 
son los factores que combinadamente y de forma más directa afectan a cada test 
diagnóstico. 
Además del valor diagnóstico de cada tipo de tira, también se quiso evaluar su 
utilidad en el seguimiento de pacientes tratados. 
Para ello, ambas tiras fueron enfrentadas a un total de 68 sueros de 19 
pacientes curados tras tratamiento quirúrgico o aspiración, recogidos a diferentes 
intervalos de tiempo tras la intervención. De la misma manera se seleccionaron 35 
sueros de 10 pacientes no curados tras cirugía o aspiración. Los resultados fueron 
comparados con el ELISA realizado con el mismo recombinante 2B2t. 
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Tabla 11. Sueros utilizados en la comparación de las tiras Vircell nativas, tiras 
Vircell recombinantes y el ELISA-2B2t. 
SUEROS DE PACIENTES CON 
HIDATIDOSIS 
 OTROS SUEROS 
 N %   N % 
Clasificación quística  Donantes 36 40,0 
CE1 25 6,5  Hidatidosis alveolar 50 55,5 
CE2 23 6,0  Neurocisticercosis 4 4,4 
CE3a 51 13,2     
CE3b 140 36,4     
CE4 107 27,9     
CE5 39 10,2     
Localización quística     
Hígado 365 94,8     
Otras 20 5,2     
Número de quistes     
Único 233 60,5     
Múltiple 152 39,5     
Toma del suero     
Antes del tratamiento 225 58,4     
Después del tratamiento 160 41,5     
N, número de sueros; %, porcentaje representado. 
Tabla 12. Sueros utilizados para el estudio de la utilidad de las tiras diagnósticas en 
el seguimiento de pacientes curados y no curados tras una intervención quirúrgica 
o una aspiración. 
  Pacientes Sueros Tiempo tras tratamiento 
TOTAL 29 103 0 1 2 3 >3 
Curados 19 68 16 22 12 7 11 
SEGUIMIENTO 
TRAS CIRUGÍA O 
ASPIRACIÓN 
No curados 10 35 4 7 6 5 13 
Para cada punto de tiempo en el seguimiento se da el número de sueros recogidos. 0, 
incluye sueros recogidos antes de la intervención o justo después; 1, 2 y 3 indican los 
sueros recogidos durante el primero, segundo y tercer año tras el tratamiento, y >3, indica 
los sueros recogidos con posterioridad a los 3 años del tratamiento, llegando a los 11 años. 
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4.4.2. TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS PARA LA DETECCIÓN DE 
ANTÍGENOS 
Además del test de diagnóstico rápido para la detección de anticuerpos 
específicos, se diseñó una tira para la detección del antígeno B2 o sus epítopos en 
diferentes muestras clínicas. Para desarrollarla, se obtuvieron anticuerpos en conejos 
inmunizados con el antígeno en tándem 4B2t. Se realizaron 3 inmunizaciones, 
dejando una semana entre cada una de ellas, con 50 µg de recombinante más 100 µg 
de saponina, en un volumen final de 400 µl de PBS para cada inmunización. Dos 
semanas después de la última inmunización, se procedió al sangrado de los animales, 
a través del vaso sanguíneo situado en la parte posterior de la oreja. La sangre así 
extraída se centrifugó a 4.000 rpm para recoger los sueros, que se almacenaron a -
20°C hasta su uso. 
Los anticuerpos presentes en el suero hiperinmune fueron purificados por 
cromatografía de afinidad en una columna HiTrap NHS-Activated HP (GE Healthcare 
Life Sciences) a la que previamente se le había acoplado como ligando específico el 
antígeno 4B2t, siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Una vez purificados y 
calculada su concentración mediante espectrometría, se dispusieron en la línea test 
de la membrana y se conjugaron con las partículas de látex. 
Para un primer ensayo se utilizaron las tiras en condiciones estándar (figura 
13) y después para lograr un aumento de la sensibilidad se fueron modificando los 
factores que se enumeran a continuación: 
1. Membrana. Tamaño de poro, concentración del anticuerpo. 
2. Conjugado. Tamaño de la partícula, concentración del anticuerpo sobre su 
superficie, cantidad de conjugado en la tira. 
3. Tampones. Diferentes tampones de dilución de las microesferas y de la 
muestra, diferentes volúmenes finales de los mismos. 
En las primeras pruebas se testó la reactividad de los anticuerpos utilizando 
como muestra diluciones seriadas del antígeno B2t recombinante de concentraciones 
conocidas. Los prototipos seleccionados (aquellos que daban reacción con el antígeno 
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B2t), se ensayaron con diluciones seriadas de líquido hidatídico con una 
concentración proteica conocida. 
Una vez determinado el prototipo definitivo, la especificidad de este se 
comprobó mediante la comparación de la reactividad de distintas preparaciones 
antigénicas utilizadas como muestra sobre la tira, a una concentración proteica total 
igual. Estas muestra fueron las siguientes: tres LHs de quistes únicos de Echinococcus 
granulosus procedentes de un paciente, de una oveja, y de un camello; LH de E. 
multilocularis (quistes obtenidos in vitro); LH de un quiste de Echinococcus vogeli; 
fluido de cisticercos de Taenia crassiceps y de Taenia solium, todos ellos donados por 
el Instituto de Parasitología de la Universidad de Berna (Suiza). 
Para el ensayo de estas muestras se dispensaron sobre el pocillo de la tira 
marcado como S (figura 13) 120 μl de la muestra sin diluir o diluida con agua 
destilada (diluciones de la muestra menores de 1:10) en caso de que la muestra fuera 
muy viscosa. Tras 10 minutos de incubación se procedió a la lectura de los resultados, 
siendo positivos cuando se visualizó una línea roja junto al indicador T (figura 13). 
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5.1. ANTÍGENOS 
5.1.1. LÍQUIDO HIDATÍDICO 
El líquido hidatídico (LH) de quistes ovinos fértiles fue liofilizado, para 
resuspenderlo en agua destilada estéril a una concentración proteica mayor a la original. 
La concentración proteica de esta solución se determinó con el kit MicroBCA Protein 
Assay (Pierce), siendo de 36 mg/ml. La posible proteolisis de las proteínas del LH se 
descartó por visualización de su patrón típico en un gel de acrilamida teñido con 
Coomasie (figura 16). 
 
 
5.1.2. PROTEÍNAS RECOMBINANTES 
Para la obtención de la proteína recombinante B2t en tándem, en diferente 
número de copias, se obtuvieron secuencias clonadas en el vector pGEM-T-EASY de 
446 pb correspondiente con la secuencia de la proteína 2B2t, de 874 pb que se 
corresponde con el tándem 4B2t y de 1.738 pb para el caso del 8B2t, todos ellos 
acordes al tamaño esperado. Las secuencias resultantes para cada antígeno se 
muestran en la figura 17 junto con las bandas obtenidas tras restricción con EcoRI del 
plásmido pGEM-T-EASY en gel de agarosa. 
7,4 - 
20 - 
30 - 
38 - 
54 - 
99 - 
193 - 
Mk    LH 
Figura 16. Patrón proteico del líquido hidatídico. Gel de 
poliacrilamida al 12%, mostrando el patrón proteico típico 
del líquido hidatídico (LH), de la muestra que se utilizó 
como antígeno en la técnica de ELISA, teñido con Azul de 
Coomasie. Mk, marcador de peso molecular en kilodaltons 
(BioRad). 
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A 
 
2B2t-446 pb 
ACAGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGA
GACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTG
CCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAG
ATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGG
GGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCT
AACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGG
TGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCCAT 
 
4B2t-874 pb 
ACAGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGA
GACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTG
CCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAG
ATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGG
GGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCT
AACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGG
TGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTA
AAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCT
TGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATG
TTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATG
GGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAG
ACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGC
TGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCCAT 
 
8B2t-1.738 pb 
ACAGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGA
GACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTG
CCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAG
ATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGG
GGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCT
AACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGG
TGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTA
AAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCT
TGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATG
TTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATG
GGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAG
ACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGC
TGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCA
AAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCC
ACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGA
TTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCT
AAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTT
TAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGC
TGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGAT
TCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACT
TCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATGACCTAACTGCCA
TTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAA
AAAGATGATGATTCAAAGGGATCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAG
ATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGCAATG
ACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAAT
TTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGGGATCCA 
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B 
 
Figura 17. Construcción de las secuencias B2t repetidas en tándem. A. Se muestran las 
secuencias nucleotídicas de cada uno de los tándems construidos, así como su longitud en 
pares de bases. En gris se señalan las secuencias de unión entre cada unidad B2t, formadas 
por la ligación de los sitios de restricción BamHI y BglII. Las secuencias subrayadas marcan la 
posición de los cebadores utilizados. B. Gel de agarosa tras digestión con EcoRI de los 
vectores pGEM-T-EASY conteniendo los diferentes tándems, marcados con flechas. Mk, 
marcador de peso molecular; 1, pGEM-T-EASY-2B2t , 2, pGEM-T-EASY-4B2t y 3, pGEM-T-
EASY-8B2t. 
Todas las proteínas fueron expresadas en el vector pGEX-4T1, y se observaron 
tanto en el sobrenadante como en el pellet de las células de expresión (figura 18A). La 
cantidad final de proteína purificada y cortada con trombina fue diferente para cada 
recombinante. La proteína 2B2t fue la que mostró un mayor rendimiento, 
obteniéndose alrededor de 2,5 mg por litro de medio de cultivo procesado, 
aproximadamente el doble de la cantidad que se obtuvo durante la producción y 
purificación de la proteína B2t (1,2 mg/l). Sin embargo, el rendimiento en la 
producción de 4B2t no fue 4 veces superior a la B2t como cabría esperar, sino que fue 
levemente inferior al obtenido para la 2B2t. El tándem de 8 copias, 8B2t, dio lugar a 
un rendimiento muy bajo, tal y como se muestra en la figura 18B, por lo que se 
descartó su uso. 
Mk   1    2    3 
pb 
1.350- 
 
766- 
 
500- 
 
200- 
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2B2t 
GSPEFDYRSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEE
KDDDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEK
DDDSKGSIITSEFPGRLERPHRDStop 
169 aminoácidos -16,9 kDa 
 
4B2t 
GSPEFDYRSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEE
KDDDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEK
DDDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKD
DDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDD
DSKGSIITSEFPGRLERPHRDStop 
313 aminoácidos -31,3 kDa 
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25- 
 
20- 
 
Mk     1       2        3       4 
Resultados 
119 
8B2t 
GSPEFDYRSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEE
KDDDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEK
DDDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKD
DDSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDD
DSKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDD
SKGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDDS
KGSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDDSK
GSKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDDSKG
SIITSEFPGRLERPHRDStop 
601 aminoácidos -60,1 kDa 
 
Figura 18. Proteínas recombinantes 2B2t, 4B2t y 8B2t. A. Geles de poliacrilamida en los que 
se señala la posición de cada una de las proteínas de fusión con GST en el pellet celular (P) y 
sobrenadante (S) obtenidos tras la centrifugación de las células sonicadas. B. Gel de 
poliacrilamida con las bandas correspondientes a las proteínas recombinantes purificadas 
tras el corte con trombina, en el que se incluye la proteína “madre” B2t con el fin de comparar 
el rendimiento de producción de las nuevas proteínas con el de la B2t. 1, B2t; 2, 2B2t; 3, 4B2t; 
4, 8B2t. Se indican los marcadores de peso molecular (Mk) en kilodaltons (kDa) a la izquierda 
del panel. C. Secuencias aminoacídicas de cada una de las proteínas en tándem, tras el corte 
con trombina. En gris, se indican los aminoácidos que se añaden a la secuencia específica 
parasitaria por el proceso de clonación, codificados por el vector. “Stop”, codón de 
terminación. En la figura se indican los pesos moleculares de cada una de las proteínas en 
kDa. 
 
5.2. CARACTERIZACIÓN DIAGNÓSTICA DE LOS DISTINTOS 
ANTÍGENOS RECOMBINANTES EN ELISA 
5.2.1. PRIMERA SELECCIÓN DE ANTÍGENOS EN ELISA 
La evaluación preliminar de la utilidad diagnóstica de las proteínas 
recombinantes 2B2t y 4B2t en ELISA se hizo con 49 sueros de donantes sanos y 54 de 
pacientes con hidatidosis confirmada quirúrgicamente, que fueron seleccionados 
según los resultados de reactividad contra la proteína recombinante B2t en ELISA. 
Como se muestra en la tabla 13, la mayor sensibilidad se obtuvo con el 
antígeno 2B2t (92,6%) seguido por el LH (81,5%) y el antígeno 4B2t (79,6%). Los 
antígenos 2B2t y 4B2t mostraron una sensibilidad mayor con este panel de sueros 
que el antígeno B2t (77,8%). La especificidad mostrada con los 49 sueros de donantes 
sanos para el antígeno 4B2t fue solo del 79,6%, menor que la correspondiente al LH 
(93,9%) y que a la de los otros dos antígenos recombinantes (95,9%). 
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Basándonos en los resultados mencionados, los subsecuentes estudios 
serológicos se desarrollaron con los antígenos B2t y 2B2t, mientras que el 4B2t fue 
descartado por su baja especificidad, y por mostrar una sensibilidad menor que la del 
antígeno recombinante 2B2t, encontrándose que los pacientes con un resultado falso 
negativo en el ELISA-2B2t mostraban el mismo resultado en ELISA-4B2t. 
 
Tabla 13. Análisis comparativo del valor diagnóstico del líquido hidatídico (LH) y 
de los antígenos recombinantes B2t, 2B2t y 4B2t con un panel de sueros definidos, 
en ELISA-IgG. 
 Casos confirmados, n=54 (Sensibilidad) 
 
Todos 
(n=54) 
B2t negativos 
(n=12) 
B2t positivos 
(n=42) 
Donantes, n=49 
(Especificidad) 
LH 44 (81,5%) 4 (33%) 40 (95,2%) 3 (93,9%) 
B2t 42 (77,8%) 0 (0%) 42 (100%) 2 (95,9%) 
2B2t 50 (92,6%) 9 (75%) 41 (97,6%) 2 (95,9%) 
4B2t 43 (79,6%) 3 (25%) 40 (95,2%) 10 (79,6%) 
Se muestra el número de muestras positivas frente a cada antígeno, y la sensibilidad y 
especificidad entre paréntesis, en porcentaje. n=número de muestras. 
 
5.2.2. COMPARACIÓN DE LOS DISTINTOS ANTÍGENOS EN ELISA CON 
UNA TÉCNICA COMERCIAL DE HAI. INFLUENCIA DE LAS 
CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 
Una vez descartado el antígeno 4B2t, se compararon los antígenos B2t y 2B2t 
con el LH en ELISA, y también con un kit comercial de hemaglutinación indirecta 
(HAI; Fumouze Diagnostics, Francia) de uso habitual en hospitales utilizando un 
panel de sueros mayor, que consistió en 186 sueros de pacientes de Perú con 
hidatidosis, 110 sueros de donantes sanos y 174 sueros de pacientes con diferentes 
patologías, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. 
Con los valores de IS obtenidos tras el ELISA junto con el valor positivo o 
negativo de la HAI con los sueros arriba mencionados, se construyó una curva ROC 
para cada uno de los tests (figura 19A), a partir de la cual se calculó el valor del área 
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bajo la curva (ABC) (figura 19B), como indicador de validez a la hora de comparar las 
diferentes pruebas diagnósticas. 
La técnica que mostró una mayor utilidad para el diagnóstico fue el antígeno 
B2t en ELISA con un valor de ABC=0.910, seguida por el 2B2t (ABC=0.884) y por el 
LH (ABC=0.785). La HAI mostró el valor más bajo con un ABC=0.629, siendo el test 
menos eficiente para el diagnóstico de la hidatidosis. Las diferencias encontradas 
entre los valores de ABC de las distintas pruebas fueron significativas 
estadísticamente según la prueba de homogeneidad de áreas. 
 
B 
ÁREA BAJO LA CURVA 
Variables resultado 
de contraste 
Área 
Error 
típico. 
Sig. 
asintótica 
Intervalo de confianza 
HAI Fumouze 0,629 0,027 0,000 0,576-0,682 
IS ELISA LH 0,785 0,021 0,000 0,744-0,826 
IS ELISA B2t 0,910 0,013 0,000 0,884-0,936 
IS ELISA 2B2t 0,884 0,016 0,000 0,853-0,916 
a. Bajo el supuesto no paramétrico 
A
Se
n
si
b
il
id
ad
CURVA ROC
1-Especificidad
HAI-Fumouze
IS ELISA-LH
IS ELISA-B2t
IS ELISA-2B2t
Línea de referencia
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n
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b
il
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ad
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C 
 PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE ÁREAS 
 ELISA-LH ELISA-B2t ELISA-2B2t 
 Ji-cuadrado Valor P Ji-cuadrado Valor P Ji-cuadrado Valor P 
HAI Fumouze 88,43 0,000 241,1 0,000 187,45 0,000 
ELISA-LH     38,96 0,000 22,87 0,000 
ELISA-B2t         4,13 0,042 
Figura 19. Comparación de la eficiencia diagnóstica de los recombinantes B2t y 2B2t con el 
LH en ELISA-IgG y con el test comercial de HAI mediante curva ROC. A. Curva ROC de cada 
uno de los test llevados a cabo. La curva fue construida con los valores de IS obtenidos con los 
186 sueros de pacientes con hidatidosis de Perú y con los 284 sueros de individuos sanos, 
con hepatitis y con parasitosis relacionadas para cada test diagnóstico. B. Cálculo del área 
bajo la curva ROC de cada test, indicándose también el error estándar, significancia e 
intervalo de confianza al 95%. C. Diferencias significativas entre los valores de ABC 
calculados tras la comparación dos a dos de las pruebas diagnósticas. 
Para realizar un análisis más detallado de cada una de las herramientas 
diagnósticas aquí testadas, además del cálculo de la validez global del test, también se 
realizó el cálculo de la sensibilidad, especificidad y reacciones cruzadas para cada una 
de las pruebas diagnósticas. Las curvas ROC se utilizaron también para calcular el 
valor de corte aplicable, que fue IS=50 para todos los antígenos en ELISA. La 
sensibilidad obtenida con los 186 pacientes con hidatidosis fue de 83,3%, 79% y 
87,6% para los antígenos LH, B2t y 2B2t en ELISA respectivamente, y de 34,9% para 
el kit de HAI (tabla 14). La evaluación de los 4 tests con los sueros de donantes 
mostró al kit de HAI como el más específico, seguido por el, ELISA-2B2t y ELISA-B2t, y 
por último por el ELISA-LH (tabla 14). En cuanto a las reacciones cruzadas, las menos 
numerosas fueron con el ELISA-B2t, seguido de la HAI, el ELISA-2B2t y el ELISA-LH 
(tabla 14). Las principales reacciones cruzadas para cada uno de los antígenos fueron: 
hidatidosis alveolar para el LH y la HAI, y neurocisticercosis (pacientes de Perú) para 
los dos antígenos recombinantes. Es de mencionar que el elevado porcentaje de 
reacciones cruzadas detectadas con los pacientes de Perú que sufrían de 
neurocisticercosis, no tuvieron un paralelo con las detectadas sobre los pacientes con 
neurocisticercosis de Méjico, que dieron lugar a un porcentaje muy bajo de reacciones 
cruzadas con los antígenos B2t y 2B2t.  
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Tabla 14. Comparación de la sensibilidad, especificidad y reacciones cruzadas de 
los antígenos recombinantes B2t, 2B2t y del LH en ELISA-IgG, y del kit comercial 
de hemaglutinación indirecta (HAI). 
 LH-
ELISA 
B2t-
ELISA 
2B2t-
ELISA 
HAI 
Casos confirmados, n=186 
(Sensibilidad) 
155 
(83,3%) 
147 
(79,0%) 
163 
(87,6%) 
65 
(34,9%) 
Donantes, n=110 (Especificidad) 
5 
(95,4%) 
1 
(99,1%) 
1 
(99,1%) 
0 
(100%) 
Reacciones cruzadas, n=174     
Hidatidosis alveolar, n=57 
57 
(100%) 
7 
(12,3%) 
10 
(17,5%) 
24 
(42,1%) 
Neurocisticercosis Méjico, n=13 
7 
(53,8%) 
1 
(7,7%) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
Neurocisticercosis Perú, n=57 
22 
(38,6%) 
14 
(24,6%) 
21 
(36,8%) 
1 
(1,7%) 
Teniosis Perú, n=11 
4 
(36,4%) 
1 
(9,1%) 
2 
(18,2%) 
0 
(0%) 
Hepatitis, n=36 
0 
(0%) 
1 
(2,8%) 
1 
(2,8%) 
1 
(2,8%) 
Especificidad total (RC+donantes), 
n=284 
95 
(66,5%) 
25 
(91,2%) 
35 
(87,7%) 
26 
(90,8%) 
Los resultados son mostrados como número de sueros positivos frente a las diferentes 
herramientas diagnósticas, y las sensibilidades, especificidades y reacciones cruzadas 
correspondientes se muestran entre paréntesis como porcentajes. n, número, RC, reacciones 
cruzadas. 
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Figura 20. Sensibilidad y especificidad global incluyendo reacciones cruzadas, obtenidas 
cada uno de los antígenos y el kit de HAI. La sensibilidad mostrada (SE) es la obtenida con los 
sueros de pacientes con hidatidosis de Perú. La especificidad mostrada (ES) se corresponde a 
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la total calculada con los sueros de donantes sanos, pacientes con hepatitis y otras parasitosis 
relacionadas. 
Tras determinar la sensibilidad, especificidad y reacciones cruzadas de cada 
uno de los tests, se estudiaron los factores relacionados con variables clínicas que 
podrían estar afectando a la sensibilidad de nuestros antígenos y al test comercial de 
HAI. Estas variables incluyeron el número de quistes (uno o más de uno), su 
localización (hígado o pulmón), clasificación de la OMS (quistes hepáticos que fueron 
agrupados en dos subgrupos: CE1 y CE2 a CE4, para tener un número representativo 
de casos en cada subgrupo), complicaciones (51 pacientes con quistes rotos e 
infectados en 47), haber sufrido previamente una hidatidosis (antecedentes) y fecha 
de colecta de suero con respecto a la del inicio del tratamiento (de los 57 pacientes 
cuyo suero fue colectado después de tratamiento, 55 habían sido tratados por cirugía 
y dos solo con albendazol). 
Para ello los sueros de pacientes de hidatidosis procedentes de Perú fueron 
agrupados según las características clínicas disponibles, calculándose para cada una 
de las opciones la sensibilidad con cada uno de los tests utilizados. Las diferencias 
entre los distintos grupos en cuanto a la sensibilidad mostrada se evaluaron 
estadísticamente mediante el test chi-cuadrado (tabla 15). 
La sensibilidad del ELISA con el LH como antígeno se mostró afectado por un 
mayor número de variables que los antígenos recombinantes, incluyendo el número 
de quistes, su localización y clasificación además de antecedentes de hidatidosis, 
complicaciones y el momento de colección del suero antes o después de un 
tratamiento. Así mismo, los resultados obtenidos con el kit de HAI estuvieron 
afectados por todas las variables excepto por antecedentes de quiste hidatídico en los 
pacientes. La sensibilidad del test con el antígeno B2t fue afectado por el número de 
quistes y por la fecha de recogida del suero de modo que los pacientes con un único 
quiste fueron con mayor frecuencia negativos que cuando los pacientes presentaban 
varios quistes y de igual manera, los sueros que fueron tomados tras un tratamiento 
estuvieron asociados con un incremento en la probabilidad de presentar un resultado 
positivo con el ELISA-B2t. El resultado de la proteína recombinante 2B2t fue 
solamente afectado por una variable (el número de quistes), mostrando un menor 
número de resultados positivos en pacientes con un único quiste que en aquellos con 
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más de uno (P<0,05). El momento de la colección del suero, antes o después de un 
tratamiento, que afectó al resultado del ELISA con el antígeno B2t, no afectó al 
desarrollo del mismo test con el antígeno 2B2t. Sin embargo, la influencia de otros 
tratamientos, ya que en este caso la gran mayoría se referían a tratamiento 
quirúrgico, debería ser evaluado, pero en general, el mayor número de sueros 
positivos en todos los grupos se dio con el antígeno 2B2t. 
La influencia del tipo de complicación en los quistes fue también estudiada 
dividiendo este grupo en dos subgrupos, ruptura del quiste y quistes infectados. Entre 
los 98 pacientes con complicaciones, 51 (52%) tenían un quiste roto y 47 (48%) 
tenían quistes infectados. La diferencia entre el número de positivos resultantes entre 
los dos subgrupos no fue estadísticamente significativa para ninguno de los antígenos 
testados.
Resultados 
126 
P
 
0
.0
0
0
 
0
.0
0
2
 
0
.0
3
2
 
0
.0
0
0
 
0
.1
3
5
 
0
.0
0
1
 
H
A
I 
P
o
si
ti
vo
s 
2
6
 (
2
4
,1
%
) 
3
9
 (
5
0
,0
%
) 
1
1
 (
1
6
,9
%
) 
3
5
 (
4
0
,7
%
) 
6
 (
1
3
,6
%
) 
1
1
 (
3
4
,4
%
) 
1
8
 (
2
0
,7
%
) 
4
6
 (
4
6
,9
%
) 
1
0
 (
5
0
,0
%
) 
5
5
 (
3
3
,1
%
) 
3
5
 (
2
7
,1
%
) 
3
0
 (
5
2
,6
%
) 
P
 
0
,0
3
6
 
0
,3
8
5
 
1
,0
0
0
 
0
,3
3
0
 
0
,4
7
6
 
0
,3
2
2
 
E
L
IS
A
-2
B
2
t 
P
o
si
ti
vo
s 
9
0
 (
8
3
,3
%
) 
7
3
 (
9
3
,6
%
) 
5
7
 (
8
7
,7
%
) 
7
1
 (
8
2
,5
%
) 
3
9
 (
8
8
,6
%
) 
2
9
 (
9
0
,6
%
) 
7
4
 (
8
5
,0
%
) 
8
8
 (
8
9
,8
%
) 
1
9
 (
9
5
,0
%
) 
1
4
4
 (
8
6
,7
%
) 
1
1
1
 (
8
6
,0
%
) 
5
2
 (
9
1
,2
%
) 
P
 
0
,0
0
7
 
0
,7
1
6
 
0
,0
7
8
 
0
,1
8
6
 
0
,7
7
1
 
0
,0
2
0
 
E
L
IS
A
-B
2
t 
P
o
si
ti
vo
s 
7
8
 (
7
2
,2
%
) 
6
9
 (
8
8
,5
%
) 
4
9
 (
7
5
,4
%
) 
6
7
 (
7
7
,9
%
) 
3
1
 (
7
0
,4
%
) 
2
8
 (
8
7
,5
%
) 
6
5
 (
7
4
,7
%
) 
8
1
 (
8
2
,6
%
) 
1
7
 (
8
5
,0
%
) 
1
3
0
 (
7
8
,3
) 
9
6
 (
7
4
,4
%
) 
5
1
 (
8
9
,5
%
) 
P
 
0
,0
4
6
 
0
,0
6
0
 
0
,0
1
2
 
0
,0
0
3
 
0
,0
2
8
 
0
,0
0
1
 
E
L
IS
A
-L
H
 
P
o
si
ti
vo
s 
8
5
 (
7
8
,7
%
) 
7
0
 (
8
9
,7
%
) 
4
8
 (
7
3
,8
%
) 
7
4
 (
8
6
,0
%
) 
2
9
 (
6
5
,9
%
) 
2
9
 (
9
0
,6
%
) 
6
5
 (
7
4
,7
%
) 
8
9
 (
9
0
,8
%
) 
2
0
 (
1
0
0
%
) 
1
3
5
 (
8
1
,3
%
) 
1
0
0
 (
7
7
,5
%
) 
5
5
 (
9
6
,5
%
) 
  
Ú
n
ic
o
 (
1
0
8
) 
M
ú
lt
ip
le
 (
7
8
) 
H
íg
ad
o
 (
6
5
) 
P
u
lm
ó
n
 (
8
6
) 
C
E
1
 (
4
4
) 
C
E
2
 a
 C
E
4
 (
3
2
) 
N
o
 (
8
7
) 
Sí
 (
9
8
) 
Sí
 (
2
0
) 
N
o
 (
1
6
6
) 
A
n
te
s 
tr
. (
1
2
9
) 
D
es
p
u
és
 t
r.
 (
5
7
) 
T
ab
la
 1
5
. V
ar
ia
b
il
id
ad
 d
e 
la
 s
en
si
bi
li
d
ad
 d
ia
gn
ós
ti
ca
 d
el
 l
íq
u
id
o 
h
id
at
íd
ic
o 
(L
H
) 
y 
lo
s 
an
tí
ge
n
os
 r
ec
om
b
in
an
te
s 
B
2
t 
y 
2
B
2
t 
en
 
E
LI
SA
, y
 d
e 
u
n
 k
it
 c
om
er
ci
al
 d
e 
H
A
I s
eg
ú
n
 la
s 
ca
ra
ct
er
ís
ti
ca
s 
cl
ín
ic
as
 d
e 
lo
s 
p
ac
ie
n
te
s 
(c
h
i-
cu
ad
ra
d
o)
. 
  
N
Ú
M
E
R
O
 D
E
 
Q
U
IS
T
E
S 
L
O
C
A
L
IZ
A
C
IÓ
N
 
Q
U
ÍS
T
IC
A
 
C
L
A
SI
F
IC
A
C
IÓ
N
 
O
M
S*
 
C
O
M
P
L
IC
A
C
IO
N
E
S 
A
N
T
E
C
E
D
E
N
T
E
S 
C
O
L
E
C
T
A
 D
E
L
 
SU
E
R
O
 
La
s 
di
fe
re
n
ci
as
 s
e 
co
ns
id
er
an
 s
ig
n
if
ic
at
iv
as
 c
ua
n
do
 P
<
0,
0
5
0 
(e
n
 n
eg
ri
ta
).
 L
os
 r
es
u
lt
ad
os
 s
on
 m
os
tr
ad
os
 c
om
o 
n
úm
er
o 
de
 s
u
er
os
 p
os
it
iv
os
 
fr
en
te
 a
 l
os
 d
if
er
en
te
s 
an
tí
ge
n
os
, 
y 
co
m
o 
p
or
ce
n
ta
je
s 
de
 s
en
si
bi
li
d
ad
 e
n
tr
e 
p
ar
én
te
si
s.
 E
l 
n
ú
m
er
o 
d
e 
su
er
os
 p
or
 g
ru
p
o 
se
 m
ue
st
ra
 e
n
tr
e 
p
ar
én
te
si
s.
 *
 c
al
cu
la
d
o 
so
lo
 p
ar
a 
qu
is
te
s 
en
 e
l h
íg
ad
o.
 A
n
te
s 
tr
., 
su
er
os
 t
om
ad
os
 a
n
te
s 
de
l t
ra
ta
m
ie
n
to
; D
es
pu
és
 t
r.
, s
u
er
os
 t
om
ad
os
 d
es
p
ué
s 
d
el
 t
ra
ta
m
ie
n
to
. 
Resultados 
127 
Mediante un análisis de regresión logística binaria bivariante se calcularon los 
valores de odds ratio (OR) para cada característica clínica, y con un análisis de 
regresión logística binaria multivariante se analizaron en conjunto aquellas que 
mostraron ser las más influyentes en el resultado de los tests de inmunodiagnóstico 
(tabla 16). 
Según los resultados del análisis bivariado, el test de HAI es el afectado por un 
mayor número de variables incluyendo la presencia de más de un quiste, de 
complicaciones, de quistes en pulmón, y sueros recogidos tras el tratamiento  que 
fueron asociados a una mayor probabilidad de resultado positivo con dicho test. Esta 
mayor probabilidad de resultado positivo fue también observada en el análisis 
multivariado (P<0.05; tabla 16). 
Para el caso del ELISA-LH, cuando los quistes fueron clasificados entre las 
categorias CE2 a CE4, con complicaciones y cuando el suero fue tomado tras un 
tratamiento hubo una mayor probabilidad de obtener un resultado positivo. Estas 
asociaciones se mantuvieron en el análisis multivariado (P<0.05; tabla 16). 
Con respecto a los antígenos recombinantes, una mayor probabilidad de 
resultado positivo se dio ante la presencia de más de un quiste (para B2t y 2B2t) y 
cuando el suero fue colectado tras un tratamiento (para B2t; tabla 16). Sin embargo, 
la presencia de varios quistes fue la única variable estadísticamente significativa en el 
análisis multivariado para B2t (P<0.05), no siendo así para el factor de que los sueros 
fueran tomados antes de un tratamiento (P=0,053). En el caso del ELISA-2B2t, la 
presencia de múltiples quistes no estuvo asociado con una mayor probabilidad de 
resultados positivos (P=0,064). 
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Puesto que el antígeno recombinante 2B2t mostró mayor eficiencia 
diagnóstica en cuanto a las sumas de sensibilidad y especificidad con donantes, y se 
mostró como el test menos influenciado por las variables clínicas estudiadas que 
cualquiera de los otros tests investigados aquí con los sueros testados hasta ese 
momento, incluyendo un test comercial, se decidió patentar este nuevo antígeno 
recombinante. El documento de solicitud de esta patente se añade en el anexo 
dedicado a las publicaciones derivadas de los resultados obtenidos en esta Tesis, 
puesto que se considera también producción de la misma. 
En este primer ensayo acerca de las características clínicas que podían afectar 
a su sensibilidad algunos de los grupos que fueron comparados presentaron un 
número muy limitado de sueros. Se seleccionaron para ampliar este estudio 946 
sueros de pacientes con hidatidosis confirmada, recogidos en hospitales de Italia y 
Alemania, que a priori se habían colectado para estudios de seguimiento serológico, 
pero que permitieron en algunos casos añadir información acerca de la influencia de 
las variables clínicas conocidas para este grupo de sueros en la utilidad diagnóstica 
(sensibilidad) del antígeno recombinante 2B2t, en comparación con el B2t y el LH en 
ELISA. Estas variables fueron: número de quistes (único o múltiples), localización 
quística (hígado y otras), clasificación de la OMS (quistes activos y transicionales _-
CE1, 2 y 3-, y quistes inactivos –CE4 y 5), y toma de suero antes o después del 
tratamiento. Los subgrupos que acabamos de mencionar se construyeron así para 
tener un número representativo de sueros en cada uno de ellos. Estos sueros fueron 
seleccionados de 1.245 sueros totales, excluyendo aquellos que correspondían a 
pacientes sin quistes tras intervención. 
Estos 946 sueros de Italia y Alemania, junto con los 186 sueros de los 
pacientes de Perú, se utilizaron para comparar la influencia de las distintas variables 
clínicas sobre el resultado de la serología mediante el test chi-cuadrado (tabla 17). 
Posteriormente, se realizó un análisis de regresión logística binaria bivariante y 
multivariante para el cálculo de los valores de odds ratio (tabla 18). 
Para los tres antígenos ensayados la sensibilidad obtenida fue 
estadísticamente diferente según el número de quistes, el tipo de quiste de acuerdo a 
su actividad, y el momento de recogida del suero con respecto a la fecha de 
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tratamiento. La sensibilidad obtenida con los recombinantes estuvo también influida 
por la localización del quiste, siendo mayor cuando este se encontraba en un órgano 
diferente al hígado (tabla 17). 
Los valores de OR obtenidos mediante la regresión logística bivariada 
muestran una mayor probabilidad de obtener un resultado positivo en ELISA con LH, 
B2t y 2B2t cuando el paciente muestra quistes múltiples, en estado activo (CE1, CE2, 
CE3a y CE3b), cuando el suero es recogido tras el tratamiento, y cuando se encuentra 
en un órgano diferente al hígado para el caso del B2t y 2B2t (tabla 18). Tras el análisis 
por regresión logística multivariada se demuestra sin embargo, que la localización 
quística no influye en el resultado del test con ninguno de los antígenos y que las 
otras tres variables mencionadas influyen directamente en el resultado de estas 
técnicas serodiagnósticas (tabla 18). 
En el análisis multivariado, los factores más influyentes para cada uno de los 
antígenos fueron: para el LH, el momento de la recogida del suero con respecto al 
inicio del tratamiento, y para ambos antígenos recombinantes, la actividad quística 
(tabla 18). 
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5.3. SEGUIMIENTO SEROLÓGICO DE PACIENTES CON HIDATIDOSIS 
5.3.1. SEGUIMIENTO TRAS CIRUGÍA O UNA TÉCNICA DE ASPIRACIÓN 
En cuanto al seguimiento postquirúrgico, se seleccionaron 71 pacientes que 
fueron sometidos a cirugía o a una técnica de aspiración. Para esta selección se tuvo 
en cuenta que el primer suero disponible de cada paciente tuviera un valor positivo 
en ELISA para todos los antígenos, lo que hace posible la comparación en conjunto de 
la evolución serológica de este grupo de pacientes. De los 71, 60 pacientes fueron 
clasificados como curados y 11 como no curados. Los resultados de IS de los sueros 
de cada uno de los grupos de pacientes para cada antígeno en ELISA aparecen 
representados en la figura 21, en la que se representa este índice tras restarle el valor 
de corte correspondiente (50), de modo que los sueros con valores ≥0 se consideran 
positivos y los sueros con valores <0 son negativos. También se representa la recta 
que indicaría la tendencia de los valores de IS a lo largo del período de seguimiento. 
Tras comprobar que los valores de IS no seguían una distribución normal, a la 
hora de hacer comparaciones entre grupos se optó por el test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis. La prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes 
determinó que no existían diferencias significativas entre los intervalos de tiempo en 
el grupo de los no curados, siendo así para todos los antígenos (tabla 19). Sin 
embargo, para el caso de los pacientes curados los valores de IS no fueron iguales 
entre los distintos intervalos de tiempo para ninguno de los antígenos (tabla 19). 
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Figura 21. Seguimiento de pacientes curados y no curados tras intervención quirúrgica o 
aspiración. Cada punto representa el valor IS-50 obtenido por cada uno de los sueros en los 
intervalos de tiempo indicados. El valor de corte para discriminar entre valores positivos y 
negativos es 0. IS, índice serológico; T, tiempo transcurrido desde la intervención, donde 0 
indica antes o inmediatamente después de la intervención, 1, 2 y 3 indican los sueros 
recogidos durante el primero, segundo y tercer año tras el tratamiento, y >3, indica los sueros 
recogidos con posterioridad a los 3 años del tratamiento, llegando a los 11 años. En negrita se 
señalan las pendientes de cada una de las líneas de tendencia. 
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Tabla 19. Comparación de los valores de IS entre los distintos intervalos de tiempo 
dentro de cada grupo, curados y no curados, para cada antígeno, utilizando la prueba 
de Kruskal-Wallis. 
 CURADOS NO CURADOS 
LH 0,002 0,103 
B2t 0,000 0,195 
2B2t 0,000 0,408 
La hipótesis planteada es: la distribución de los valores de IS es la misma en todos los 
intervalos de tiempo. Se dan los valores de P para cada antígeno, para pacientes curados y no 
curados. Cuando P<0,050, la distribución de los valores es diferente. 
Para ver la tendencia de cada uno de los tests serológicos con cada uno de los 
grupos de pacientes, se hizo un recuento de los sueros positivos en cada punto de 
tiempo para calcular el porcentaje (figura 22). 
Con el grupo de pacientes curados, la tendencia observada con el LH es una 
disminución del IS con el tiempo, aunque pocos son los sueros que se llegan a 
negativizar tras más de 3 años de la intervención (25%). En el grupo de pacientes no 
curados todos los sueros se mantuvieron positivos hasta el momento final del 
seguimiento. 
Con los recombinantes, todos los sueros de pacientes no curados mantienen 
valores positivos de IS a lo largo del seguimiento, mientras que en el caso de los 
curados se observa una disminución del IS, con la negativización de muchos de los 
sueros. 
En el ELISA con el recombinante B2t se da una fuerte caída de la positividad 
comprendida entre 1-2 años tras la curación. En el punto final de este seguimiento, 
solo el 8,7% de los sueros fueron positivos. (figura 22). 
En el ELISA con el recombinante 2B2t la mayor caída de porcentaje de 
positividad también aparece comprendida en el período 1-2 años tras la curación. En 
el punto final del seguimiento, el 47,8% de los sueros siguieron siendo positivos. 
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CURADOS NO CURADOS 
 
CURADOS 
LH 0 1 2 3 >3 
N 54 67 19 13 23 
+ 54 66 19 12 18 
% 100 98,5 100 92,3 78,3 
NO CURADOS 
LH 0 1 2 3 >3 
N 5 11 6 5 17 
+ 5 11 6 5 17 
% 100 100 100 100 100 
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CURADOS 
B2t 0 1 2 3 >3 
N 54 67 19 13 23 
+ 54 55 7 3 2 
% 100 82,1 36,8 23 8,7 
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% 100 100 100 100 100 
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CURADOS 
2B2t 0 1 2 3 >3 
N 54 67 19 13 23 
+ 54 54 9 7 11 
% 100 80,6 47,4 54 47,8 
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2B2t 0 1 2 3 >3 
N 5 11 6 5 17 
+ 5 11 6 5 17 
% 100 100 100 100 100 
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Figura 22. Diferencias observadas entre el grupo de pacientes curados y el de no 
curados respecto al porcentaje de sueros positivos por intervalo de tiempo para cada 
test diagnóstico. En las tablas aparece el número de sueros correspondiente a cada 
intervalo de tiempo (N), el número de sueros positivos (+) y el porcentaje de positivos 
en cada momento de toma de los sueros (%). Las gráficas representan el porcentaje 
(eje Y) de sueros positivos con respecto al tiempo (eje X). 
Resultados 
137 
5.3.2. SEGUIMIENTO TRAS UN TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 
Para el estudio de pacientes en seguimiento tras un tratamiento farmacológico, 
se seleccionaron 178 sueros de 44 pacientes que habían recibido albendazol y no 
habían sido sometidos a cirugía o aspiración. 
Los pacientes con tratamiento farmacológico se subdividieron en dos grupos, 
tal y como se menciona en Materiales y Métodos, con buena evolución y sin evolución. 
En estos dos grupos, se realizó una comparación de los índices serológicos frente a 
cada uno de los antígenos testados, a lo largo del tiempo tras tratamiento. De los 44 
pacientes, 7 (30 sueros) fueron clasificados en el grupo con buena evolución tras el 
tratamiento y 37 (148 sueros) en el grupo que no presentó evolución. En este último 
grupo, se encontraron tres pacientes con quistes que evolucionaron desde 
transicionales a inactivos (CE4), según la técnica de imagen, y posteriormente 
experimentaron una regresión a quistes transicionales después de la finalización del 
tratamiento. Estos tres pacientes presentaron durante todo el seguimiento serología 
positiva frente a los tres antígenos testados. 
Los resultados del IS-50 de los sueros de cada uno de los grupos de pacientes 
para cada antígeno en ELISA aparecen representados en la figura 23 acompañados de 
la recta que indicaría la tendencia de los valores de IS a lo largo del período de 
seguimiento. 
Tras comprobar que los valores de IS no seguían una distribución normal, a la 
hora de hacer comparaciones entre grupos se optó por el test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis (tabla 20). La prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes 
determinó que la distribución de los valores de IS dentro del grupo de pacientes con 
buena evolución no era igual para todos los intervalos de tiempo con cada uno de los 
antígenos en ELISA encontrándose diferencias significativas. En el caso de los 
pacientes sin evolución, con LH no se encontraron diferencias significativas entre los 
intervalos de tiempo. Sin embargo, con este mismo grupo de pacientes aparecieron 
diferencias significativas en la distribución de los valores de IS obtenidos con los 
recombinantes para cada intervalo de tiempo.
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Figura 23. Seguimiento de pacientes tras tratamiento farmacológico.Cada punto representa 
el valor de IS-50 obtenido por un suero en el tiempo indicado tras el tratamiento. El valor de 
corte para discriminar entre valores positivos y negativos es 0. Eje Y, índice serológico-50; 
eje X, tiempo transcurrido desde el tratamiento, donde 0 indica antes o justo al finalizar el 
último ciclo de tratamiento, 1, 2 y 3 indican los sueros recogidos durante el primero, segundo 
y tercer año tras el tratamiento, y >3, indica los sueros recogidos con posterioridad a los 3 
años del tratamiento llegando a los 7 años. En negrita se señalan las pendientes de cada una 
de las líneas de tendencia. 
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Tabla 20. Comparación de los valores de IS entre los distintos intervalos de 
tiempo dentro de cada grupo, los que presentan buena evolución y los que no 
muestran evolución, para cada antígeno, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. 
 BUENA EVOLUCIÓN SIN EVOLUCIÓN 
LH 0,013 0,284 
B2t 0,003 0,050 
2B2t 0,001 0,031 
La hipótesis planteada es: la distribución de los valores de IS es la misma en todos los 
intervalos de tiempo. Se dan los valores de P para cada antígeno, para pacientes curados y no 
curados. Cuando P<0,050, la distribución de los valores es diferente. 
Para ver la tendencia de la serología frente a cada antígeno en ELISA, en 
pacientes con buena evolución y sin evolución, se realizó un recuento del número de 
sueros positivos en cada intervalo de tiempo, y se calculó el porcentaje de positividad 
para cada intervalo (figura 24). 
Con el LH no se observó ninguna diferencia en el porcentaje de positivos entre 
los dos grupos en ningún momento tras el tratamiento, siendo todos los sueros 
siempre positivos. 
El antígeno recombinante B2t mostró una brusca bajada del porcentaje de 
positivos con los pacientes con buena evolución tras el primer año. El porcentaje 
obtenido con los sueros de aquellos pacientes que no mejoraron disminuye 
levemente cuando los sueros han sido tomados más de 3 años después del 
tratamiento. 
Con el antígeno 2B2t se observó una disminución del número de positivos 
desde el primer intervalo de tiempo, hasta llegar al 0% de pacientes positivos en el 
período comprendido entre 2 y 3 años tras el tratamiento en pacientes con buena 
evolución. Los sueros de pacientes sin evolución también muestran una ligera bajada 
de IS a partir de los tres años de seguimiento. 
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EVOLUCIÓN SIN EVOLUCIÓN 
 
BUENA EVOLUCIÓN 
LH 0 1 2 3 >3 
N 9 7 5 5 4 
+ 9 7 5 5 4 
% 100 100 100 100 100 
SIN EVOLUCIÓN 
LH 0 1 2 3 >3 
N 32 35 26 20 35 
+ 32 35 26 20 35 
% 100 100 100 100 100 
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BUENA EVOLUCIÓN 
B2t 0 1 2 3 >3 
N 9 7 5 5 4 
+ 9 6 2 1 1 
% 100 85,7 40 20 25 
SIN EVOLUCIÓN 
B2t 0 1 2 3 >3 
N 32 35 26 20 35 
+ 32 32 25 19 31 
% 100 91,4 96,1 95 88,6 
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BUENA EVOLUCIÓN 
2B2t 0 1 2 3 >3 
N 9 7 5 5 4 
+ 9 5 2 0 0 
% 100 71,4 40 0 0 
SIN EVOLUCIÓN 
2B2t 0 1 2 3 >3 
N 32 35 26 20 35 
+ 32 33 25 19 30 
% 100 94,3 96,1 95 85,7 
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Figura 24. Diferencias observadas entre el grupo de pacientes con buena evolución y 
sin evolución, respecto al porcentaje de sueros positivos por intervalo de tiempo para 
cada test diagnóstico. En las tablas aparecen el número de sueros correspondiente a 
cada intervalo de tiempo (N), el número de sueros positivos (+) y el porcentaje de 
positivos en cada momento de toma de los sueros (%). Las gráficas representan el 
porcentaje (eje Y) de sueros positivos con respecto al tiempo (eje X). 
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5.3.3. SEGUIMIENTO DE PACIENTES EN WATCH AND WAIT 
Se seleccionaron un total de 236 sueros de 116 pacientes que nunca habían 
sido tratados ni con cirugía ni con fármacos durante el tiempo de seguimiento que se 
incluye en este estudio. 
Para este tipo de pacientes se pretendía ver la existencia de concordancia 
entre el resultado serológico con el estadio del quiste, sin la influencia de un 
tratamiento previo que pueda afectar a la sensibilidad de la técnica. 
Para ello los sueros fueron divididos según la imagen aportada en las distintas 
categorías de quiste del siguiente modo, 6 CE1, 15 CE2, 4 CE3a, 32 CE3b, 85 CE4 y 94 
CE5. La mayoría de los pacientes presentaron, desde el inicio del seguimiento, 
lesiones inactivas. Solo dos de los pacientes en watch and wait pasaron de quistes 
activos a inactivos durante el periodo de seguimiento. Estos dos pacientes mostraron 
serologías negativas frente a todos los antígenos testados durante todo el 
seguimiento, por lo que la evolución positiva no se tradujo en una negativización del 
IS. 
Los valores de IS-50 obtenidos tras el ELISA con cada uno de los antígenos 
fueron representados en diagramas tipo box plot, observándose que la distribución 
de dichos valores en las distintas categorías no seguían una normal (figura 25).  
Ya que los datos no seguían una normal y que además estas distribuciones 
eran muy diferentes entre sí, se realizó la prueba de Kruskal-Wallis, cuyo resultado 
coincide con esta observación, mostrando que los IS no son iguales entre los distintos 
subgrupos para ninguno de los antígenos (tabla 20.A). 
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En general, para los tres antígenos se observa un descenso en los valores de IS 
para los quistes CE4 y CE5, de modo que para los dos recombinantes, casi la totalidad 
de los sueros de estos dos subgrupos se encuentran por debajo del valor de corte 0, 
mostrando además valores muy próximos entre sí, es decir, poca variabilidad. Con el 
LH también se observan valores menores de IS para quistes inactivos, pero esta 
tendencia es mucho menos evidente ya que para quistes CE4 el recorrido 
intercuartílico es muy amplio con gran variabilidad en los resultados y aún se 
observan sueros con IS muy elevados, aunque en menor proporción que en estadios 
más activos del quiste. En cuanto al resto de los quistes con el LH, todos ellos 
presentan una mediana similar y valores de IS muy elevados, excepto en el caso de 
quistes CE3b, con un recorrido intercuartílico muy amplio, que incluye valores 
negativos. Con los recombinantes, los quistes CE3a aparecen como los más 
inmunoreactivos, con un mayor número de sueros con IS muy altos. Para el resto, 
CE1          CE2       CE3a CE3b CE4           CE5 CE1           CE2       CE3a CE3b CE4           CE5 
CE1           CE2       CE3a CE3b CE4           CE5 
IS IS 
IS 2B2t 
B2t LH 
Figura 25. Representación en box-plot 
de los valores de IS-50 (IS) de pacientes 
en watch and wait, clasificados con 
respecto al estadio quístico (eje X).°, 
valores extremos que se encuentran 
entre 1,5 y 3 veces la amplitud 
intercuartil a ambos lados de la caja, *, 
valores muy extremos situado a más de 
3 veces el recorrido intercuartílico o a 
amplitud intercuartil a ambos lados de 
la caja. 
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CE1, CE2 y CE3b, se muestran recorridos intercuartílicos muy amplios, estando la 
mediana cercana o por debajo del nivel 0. 
Viendo estos resultados parece que las principales variaciones en la serología 
coinciden con la actividad del quiste y dado que el número de sueros con quistes 
activos y transicionales eran muy pocos, se optó por agruparlos en dos categorías: 
“quistes activos” (CE1, CE2 y CE3) y “quistes inactivos” (CE4 y CE5). Mediante la 
prueba de U de Mann-Whitney se determinó que existían diferencias entre estos dos 
grupos (tabla 20.B). 
 
Tabla 20. Determinación de diferencias estadísticamente significativas en la 
distribución de los valores de IS según el estadio quístico con cada uno de los 
antígenos en ELISA. 
A. Comparación de la distribución de 
los valores de IS entre los diferentes 
estadios quísticos para cada antígeno 
 B. Comparación de la distribución de 
los valores de IS entre quistes 
activos+transicionales (CE1+2+3) y 
quistes inactivos (CE4+5). 
KRUSKAL-WALLIS  U DE MANN-WHITNEY 
 P   P 
LH 0,000  LH 0,000 
B2t 0,000  B2t 0,000 
2B2t 0,000  2B2t 0,000 
Valores de P< 0,05 indican diferencias significativas en ambos tests estadísticos. 
Mediante el recuento del número de sueros positivos y negativos con cada 
antígeno, se calculó el porcentaje de positividad obtenida para cada tipo de quiste 
(tabla 21A) representado en la figura 26A. El porcentaje de pacientes positivos tiende 
a disminuir con la pérdida de actividad de los quistes con los tres antígenos. Entre el 
recombinante B2t y 2B2t, este último presenta una mayor caída de este valor con los 
quistes inactivos, pasando así de un valor medio de 61% de positividad para quistes 
activos y transicionales, a una media de 9,5 % para quistes inactivos mientras que el 
B2t baja del 49,1% para quistes activos y transicionales a una media de 10,6% para 
los inactivos.  
Resultados 
144 
Con fines comparativos, se representó también de forma similar un grupo de 
264 sueros de pacientes que habían sido tratados con albendazol (tabla 21B y figura 
26B) comparándose la positividad mostrada entre los distintos estadios quísticos. 
Al comparar cada uno de los subgrupos (CE1 a CE5) entre los pacientes watch 
and wait y los tratados farmacológicamente se comprueba que los porcentajes de 
positividad para los CE1 y CE2 con el antígeno B2t son mucho más bajos en pacientes 
no tratados que en tratados (33 y 47% vs. 89 y 69%, respectivamente; figura 26). 
Estas diferencias son mucho menores en el caso del antígeno 2B2t y menores aún 
para el LH, que detecta un 83% de pacientes CE1 sin tratar y un 100% en el caso de 
los tratados. Para pacientes con quistes CE3a, los porcentajes son similares en 
pacientes no tratados y tratados. Para el resto de los grupos se detecta una bajada de 
anticuerpos para ambos tipos de pacientes, más acentuada en el caso de los antígenos 
recombinantes, con valores próximos al 0% en pacientes watch and wait con quistes 
CE5. 
 
Tabla 21. Porcentaje de positividad para cada estadio quístico en pacientes en 
seguimiento watch and wait y en pacientes que fueron sometidos a un tratamiento 
farmacológico en un período de tiempo no superior a dos años desde la recogida 
del suero. 
A. WATCH AND WAIT  B. TRATADOS RECIENTEMENTE 
 N LH B2t 2B2t   N LH B2t 2B2t 
CE1 6 83 33 67  CE1 9 100 89 89 
CE2 15 100 47 67  CE2 16 100 69 75 
CE3a 4 100 75 100  CE3a 44 100 80 80 
CE3b 32 94 50 53  CE3b 131 98 71 78 
CE4 85 72 18 18  CE4 56 100 68 66 
CE5 94 45 4 2  CE5 8 87,5 25 25 
Se indica el porcentaje de sueros positivos dentro de cada categoría quística para cada 
antígeno testado. N indica el número de sueros dentro de cada tipo quístico. 
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Figura 26. Representación de los porcentajes de positividad obtenidos para cada estadio 
quístico con cada uno de los antígenos en pacientes en watch and wait (A) y en pacientes 
tratados con albendazol recientemente (B). En el eje Y aparece el porcentaje de positividad 
y en el eje X cada estadio quístico. 
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5.4. TIRAS DE INMUNODIAGNÓSTICO 
5.4.1. TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS PARA LA DETECCIÓN DE 
ANTICUERPOS 
5.4.1.1. PRIMERA APROXIMACIÓN: DESARROLLO EN CERTEST SL 
A partir de unas condiciones estándar en la tira utilizando el antígeno 2B2t, se 
fueron modificando distintos factores que podrían influir en la sensibilidad y 
especificidad del test. Las diferentes variaciones dieron los siguientes resultados. 
1. Combinaciones en línea de tira y en conjugado. 
De todas las combinaciones ensayadas, la única con la que se consiguió la 
visualización de la línea test para muestras positivas, fue aquella en la que la anti-IgG 
total humana se depositaba en la membrana y el antígeno recombinante en las 
partículas de color. 
Este fue por tanto el modelo elegido sobre el que después se introdujeron 
variaciones que se enumeran a continuación, con el fin de mejorar la sensibilidad. 
2. Anticuerpos 
Hasta ahora la membrana había sido tapizada con un monoclonal anti-IgG 
humana total. Para comprobar si era posible aumentar la sensibilidad de la técnica 
con otros anticuerpos, se hicieron tiras que contenían diferentes sub-isotipos anti-IgG 
monoclonales (1 ,2, 3 y 4) y una anti-IgG total policlonal. 
Con los sub-isotipos IgG1, IgG2 e IgG3 no se obtuvo ninguna señal en el test. 
Con la anti-IgG total policlonal la señal obtenida con el pool de sueros positivos fue 
menos intensa que la resultante al utilizar el correspondiente monoclonal. Los 
mejores resultados fueron los obtenidos al utilizar el sub-isotipo anti-IgG4 
monoclonal, con mayor intensidad de las bandas y mayor rapidez en la visualización 
de las mismas. Este anti-anticuerpo fue ensayado a dos concentraciones diferentes (1 
mg/ml y 2 mg/ml) sobre los distintos tipos de membrana, dando las dos 
concentraciones el mismo resultado en tiras de poro medio y grande, pero con 
intensidades de banda superiores para la concentración mayor en tiras con poros 
menores y superficie de unión a proteínas mayor, tal y como se esperaba. 
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3. Materiales 
En cuanto a las fibras absorbentes, tras probar diferentes texturas se 
seleccionó la estándar con la que se comenzaron los experimentos, ya que presentaba 
un espesor óptimo que evitaba que la muestra quedase atrapada en este 
compartimento en exceso, permitiendo el paso de la mayor parte de las microesferas 
a la membrana. En cuanto a su longitud, para este formato de tira se mantuvo el 
original. 
Se probaron 3 tipos de membrana que diferían en el tamaño de poro, lo que se 
traduce en la velocidad con que la muestra pasará a través de ella. Las membranas de 
poro más pequeño presentaron problemas en cuanto a la especificidad, con la 
aparición de falsos positivos y fondos sucios, por lo que se descartó su uso. Las 
membranas de poro más grande, tenían el problema contrario. Presentaban un fondo 
blanco tras la cromatografía pero bajaba mucho la sensibilidad de la técnica. 
Finalmente se seleccionó la membrana de poro de tamaño medio. 
4. Conjugados 
Se ensayaron diferentes tamaños de microesferas (200, 300, 400 y 600 nm) en 
combinación con membranas de distinto tamaño de poro. 
Con las partículas más pequeñas apenas se observaba señal, igual que sucedía 
con las membranas de poro mayor. En ambos casos el flujo es muy rápido y las 
partículas son muy pequeñas con respecto al poro, por lo que son capaces de salir de 
esta red antes de ser captadas específicamente por las moléculas ancladas en la línea 
test. 
En cuanto a las esferas de 600 nm, se obtuvieron falsos positivos en todos los 
casos, además de un fondo sucio teñido de rojo. Lo mismo sucedía al utilizar una 
membrana de poro más pequeño, porque las esferas no son capaces de salir y quedan 
atrapadas entre los poros. 
Las microesferas que mejores resultados presentaron fueron las de 300 y 400 
nm. Las de 300 nm daban lugar a bandas con una menor intensidad, pero 
presentaban una menor tendencia a dar falsos positivos. 
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Para la elección de uno u otro tamaño, antes se realizaron otro tipo de ensayos, 
en cuanto a la cantidad de conjugado en la tira, variando la concentración desde 0,1% 
al 0,4%, y la concentración de antígeno en la superficie de las esferas de color, desde 1 
a 3 mg/m2. Estos ensayos fueron hechos en tiras con la membrana ya elegida y la 
concentración determinada de anticuerpo sobre la línea test, que fue de 1 mg/ml. 
Para ambos tamaños de esfera la menor intensidad en los positivos se obtuvo 
con 1 mg/m2 de antígeno sobre la superficie, siendo la misma al utilizar 2 ó 3 mg/m2, 
por tanto se decidió emplear a partir de este momento 2 mg/m2. 
En cuanto a la cantidad de esferas por tira, a 0,3 y 0,4 % en ocasiones se 
obtenían falsos positivos y un fondo sucio. Se optó por aplicarlas al 0,2%, 
consiguiéndose así una mayor sensibilidad que al 0,1%. 
Otro factor que se modificó fue el tampón en el que se resuspenden los 
conjugados antes de proceder a su secado sobre las fibras absorbentes. Se probó 
completo y al 50% en agua destilada, sin observarse diferencias, por lo que se optó 
por utilizarlo completo. 
Nuestro principal interés era aumentar al máximo la sensibilidad de las tiras, y 
por ello nos decantamos por las partículas coloreadas de 400 nm, que presentaban 
una mayor intensidad en las bandas con sueros positivos. 
5. Dilución del suero 
Para evitar los falsos positivos y sin embargo mantener la sensibilidad, se trató 
de ajustar la composición del tampón de dilución del suero, elegido para este tamaño 
de esfera. Se probó a variar la concentración de sales, el pH y la cantidad de 
detergente en el tampón. Este último factor afectaba mucho al resultado de la prueba. 
La dilución final del suero se fijó en 1:10 en un volumen de 100 μl a aplicar en 
la tira. 
6. Otros formatos 
Con el fin de conseguir aumentar el tiempo de contacto entre suero y 
conjugados, se ensayaron distintos formatos de tira teniendo en cuenta las 
características ya seleccionadas, probando sin embargo distintos tamaños de esferas 
y concentraciones de estas en el test. 
Resultados 
149 
Las tiras construidas con los conjugados dispuestos en el extremo final de la 
tira presentaron poca repetitividad en los resultados. Esto se debió a que una 
cantidad variable de esferas se quedaba atrapada entre las fibras absorbentes, de 
modo que en cada ensayo no pasaba la misma cantidad de conjugados a la membrana. 
Se realizaron también dos modelos que permitían incubar el suero con los 
conjugados antes de correr la tira. Estos ensayos demostraron que la sensibilidad e 
intensidad de las bandas aumentaba tras una incubación previa de 5 minutos. 
Las tiras construidas siguiendo el modelo 3 representado en la figura 14 del 
apartado de Materiales y Métodos, en el que se utilizaban hisopos que contenían las 
microesferas, presentaron una baja repetitividad de los resultados, puesto que la 
cantidad de esferas que pasan al tampón de dilución del suero no se puede controlar, 
de modo que en unos casos habrá más microesferas disponibles para pasar a la tira 
que en otros. 
En las tiras basadas en el modelo 2 de la figura 14 en Materiales y Métodos, en 
el que los conjugados eran depositados sobre fibras absorbentes separadas de la tira, 
se lograron ver los positivos límite en un tiempo de 15 minutos. Este fue el mejor de 
los 3 formatos, sin embargo el modelo que finalmente elegimos fue el basado en la 
tira estándar (figura 13), con las condiciones descritas en el apartado anterior, ya que 
era un formato más cómodo, presentaba una mayor repetitividad de los resultados y 
una mayor especificidad, a pesar de que las bandas perdían intensidad con los sueros 
positivos. 
Las condiciones definitivas para este primer prototipo de test rápido de 
diagnóstico de la hidatidosis fueron: formato estándar, longitudes estándar de los 
materiales utilizados, membrana de poro medio con 1 mg/ml de anti-IgG4 en la línea 
test, esferas de tamaño 400 nm con 2 mg/m2 de antígeno 2B2t en su superficie, 0,2% 
de conjugado depositado sobre las fibras absorbentes de la tira, uso de tampón de 
dilución de los conjugados sin diluir, dilución final del suero 1:10 en un volumen de 
100 μl a aplicar en la tira, 10 minutos de desarrollo del test. 
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Figura 27. Prototipo de tiras de diagnóstico rápido basadas en la inmunocromatografía, 
desarrolladas en la empresa Certest Biotec. Se muestra un ejemplo de suero positivo (+) y 
otro de suero negativo (-). Test, indica la línea que muestra un resultado positivo del test; 
Control, línea de control del test; Muestra, lugar donde se aplica la muestra diluida. 
 
5.4.1.1.1. COMPARACIÓN DE LAS TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS DE CERTEST 
CON EL ELISA-2B2t Y DOS TESTS COMERCIALES 
El prototipo de tira desarrollado en Certest Biotec fue testado con 405 sueros 
de pacientes con hidatidosis (procedentes de Perú), donantes sanos, pacientes con 
hepatitis y pacientes con otras parasitosis. Los resultados de especificidad obtenidos 
para cada tipo de patología y la sensibilidad con los sueros de pacientes con 
hidatidosis para las tiras son comparados con los obtenidos en ELISA utilizando el 
mismo antígeno recombinante (2B2t) y en HAI (Fumouze) en la tabla 22 y en la figura 
28. 
La sensibilidad del kit comercial de HAI y de nuestras tiras quedó muy por 
debajo del valor obtenido en el ELISA (87,6%). Entre estos dos, las tiras resultaron 
ser más sensibles que la HAI (41,9% y 34,9% respectivamente). 
Control 
Test 
+           - 
Muestra 
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En cuanto a la especificidad total la HAI presentó el valor más elevado (98,2%) 
seguido de cerca por las tiras inmunocromatográficas (94,1%). Ambos tests 
presentaron la mayor proporción de reacciones cruzadas con los sueros de pacientes 
con hidatidosis alveolar. Además la tiras inmunocromatográficas presentaron el 
mayor número de falsos positivos con donantes sanos. 
El ELISA con el antígeno 2B2t mostró una disminución en su especificidad 
debido principalmente a las reacciones cruzadas con los sueros de neurocisticercosis. 
 
Tabla 22. Comparación de la sensibilidad y especificidad del antígeno 
recombinante 2B2t en ELISA-IgG y del kit comercial de hemaglutinación indirecta 
(HAI) con las tiras inmunocromatográficas para el diagnóstico de pacientes con 
hidatidosis. 
 2B2t-ELISA HAI TIRAS CERTEST 
Casos confirmados, n=186 
(Sensibilidad) 
163 
(87,6%) 
65 
(34,9%) 
78 
(41,9%) 
Donantes, n=110 
(Especificidad) 
1 
(99,1%) 
0 
(100%) 
5 
(95,4%) 
Reacciones cruzadas, n=109    
Hidatidosis alveolar, n=6 
1 
(16,7%) 
2 
(33,3%) 
2 
(33,3%) 
Neurocisticercosis Perú, 
n=57 
21 
(36,8%) 
1 
(1,7%) 
6 
(10,5%) 
Teniosis Perú, n=10 
1 
(10%) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
Hepatitis, n=36 
1 
(2,8%) 
1 
(2,8%) 
0 
(0%) 
Especificidad total 
(RC+donantes), n=219 
25 
(88,6%) 
4 
(98,2%) 
13 
(94,1%) 
Los resultados son mostrados como número de sueros positivos frente a las diferentes 
herramientas diagnósticas, y las sensibilidades, especificidades y reacciones cruzadas 
correspondientes se muestran entre paréntesis como porcentajes. n, número. 
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Figura 28. Sensibilidad y especificidad total obtenida con cada uno de los tests. La 
sensibilidad mostrada (SE) es la obtenida con los sueros de pacientes con hidatidosis. La 
especificidad mostrada (ES) se corresponde a la total, calculada con los sueros de donantes 
sanos, pacientes con hepatitis y otras parasitosis relacionadas. 
Con los sueros procedentes de Perú de pacientes con hidatidosis unilocular, se 
estudió la sensibilidad de las tiras para cada una de las características clínicas 
conocidas para este grupo de pacientes, que fueron comparadas con el test chi-
cuadrado (tabla 23). Al igual que ocurría con el ELISA-2B2t, se muestran 
sensibilidades significativamente diferentes según el número de quistes, siendo 
mayor para múltiples que para únicos. Adicionalmente, se observaron diferencias en 
cuanto al tipo quístico según la clasificación de la OMS (menor sensibilidad para 
quistes CE1 que para quistes CE2 a CE4) y en cuanto a la existencia de antecedentes 
de hidatidosis. 
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Tabla 23. Sensibilidad de las tiras inmunocromatográficas desarrolladas en 
Certest Biotec según diferentes características clínicas del paciente. 
  Positivos (SE) P 
Único (108) 32 (29,6%) 
NÚMERO DE QUISTES 
Múltiple (78) 47 (60,3%) 
0,000 
Hígado (65) 21 (32,3%) 
LOCALIZACIÓN QUÍSTICA 
Pulmón (86) 33 (38,4%) 
0,355 
CE1 (44) 11 (25%) 
CLASIFICACIÓN OMS* 
CE2 a CE4 (32) 16 (50%) 
0,029 
No (87) 27 (31%) 
COMPLICACIONES 
Sí (98) 53 (54,1%) 
0,158 
Sí (20) 15 (75%) 
ANTECEDENTES 
No (166) 64 (38,8%) 
0,002 
Antes (129) 52 (40,3%) 
MOMENTO DE TOMA DEL SUERO 
RESPECTO AL TRATAMIENTO 
Después (57) 28 (49,1%) 
0,162 
Las diferencias se consideran significativas a valores de P<0.05 (en negrita). SE, 
sensibilidad. * calculado solo para quistes en el hígado. 
La empresa Vircell cuenta con unas tiras inmunocromatográficas para el 
diagnóstico de la hidatidosis, basadas en el mismo principio que las desarrolladas por 
nosotros en Certest Biotec. Sin embargo, la empresa Vircell utiliza antígenos 
purificados nativos del parásito, que se sitúan tanto en la línea test como en el 
conjugado, mientras las elaboradas por nosotros contienen el antígeno recombinante, 
que solo se encuentra en el conjugado. 
Para comparar estas tiras con las nuestras, se utilizaron 50 sueros de pacientes 
con hidatidosis y 34 de donantes. Los resultados obtenidos con cada grupo son 
mostrados en la tabla 24, donde se muestra que las tiras de Vircell aparecen como las 
más sensibles, aunque no las más específicas, a pesar de que los falsos positivos en 
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estas tiras presentaron una intensidad relativamente baja (generalmente de 0,5 
según su patrón) en la línea test. 
 
Tabla 24. Comparación de la sensibilidad y especificidad de los tests 
inmunocromatográficos desarrollados en Certest Biotec con el antígeno 
recombinante 2B2t y en Vircell con antígenos nativos. 
 SUEROS HIDATIDOSIS (n=50) SUEROS DONANTES (n=34) 
 + SENS (%) + ESP (%) 
CERTEST BIOTEC 31 62 1 97 
VIRCELL 40 80 6* 82,4 
En la tabla se muestra el número de sueros positivos (+) con cada una de las tiras para los 
sueros de pacientes con hidatidosis y para los de donantes. SENS, sensibilidad y ESP, 
especificidad dadas en porcentaje para cada una de las tiras. *de los 6 resultados positivos 
para sueros de donantes con las tiras de Vircell, 4 de ellos estaban en el límite de la 
positividad con un valor de intensidad de 0,5. 
 
5.4.1.2. SEGUNDA APROXIMACIÓN: DESARROLLO EN VIRCELL SL 
La empresa Vircell mostró interés en probar el antígeno recombinante 2B2t en 
sus tiras, para reemplazar a los antígenos nativos si se obtenían buenos resultados. 
Sin embargo, tras sustituir el nativo por el recombinante en las dos posiciones, línea 
test y conjugado, no se obtenía apenas intensidad con sueros positivos. Tras varias 
pruebas, la que mejor funcionó fue aquella en la que se combinaban los antígenos 
nativos dispuestos en el conjugado y el antígeno recombinante sobre la tira test. 
 
5.4.1.2.1. COMPARACIÓN DE LOS DOS TESTS INMUNOCROMATOGRÁFICOS 
ELABORADOS EN VIRCELL JUNTO CON EL ELISA 2B2T 
La sensibilidad y especificidad de ambos tests desarrollados por Vircell (figura 
29) fueron testadas en nuestro laboratorio. Para el cálculo de la sensibilidad se 
pasaron por las tiras 385 sueros de pacientes con hidatidosis procedentes de Italia y 
Alemania. Para determinar la especificidad se utilizaron 50 sueros de pacientes con 
hidatidosis alveolar, 4 pools de pacientes con neurocisticercosis y 36 sueros de 
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donantes. Los resultados obtenidos fueron a su vez comparados con los del ELISA con 
el antígeno recombinante 2B2t (tabla 25 y figura 30). 
 
Figura 29. Tests de diagnóstico rápido desarrollados en Vircell para el diagnóstico de la 
hidatidosis. R, tira que transporta el recombinante 2B2t; N, tira elaborada solo con 
antígenos nativos; +, indica resultado positivo de la prueba; -, indica resultado negativo de 
la prueba; Test, indica la línea que muestra un resultado positivo del test; Control, línea de 
control del test; Muestra, lugar donde se aplica la muestra diluida. 
RESULTADO       +         +        - - 
R            N            R            N 
Control 
Test 
Muestra 
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Tabla 25. Comparación de las tiras hechas en Vircell con el antígeno nativo y con 
el recombinante 2B2t con el ELISA-2B2t. 
 
VIRCELL 
NATIVO 
VIRCELL 2B2t ELISA 2B2t 
Casos confirmados, n=385 
(Sensibilidad) 
334 (86,8%) 321 (83,4%) 220 (57,1%) 
Donantes, n=36 
(Especificidad) 
2 (94,4%) 0 (100%) 1 (97,2%) 
Reacciones cruzadas, n=54    
Hidatidosis alveolar, n=50 33 (66%) 16 (32%) 8 (16%) 
Neurocisticercosis, n=4 3 (75%) 1 (25%) 2 (50%) 
Especificidad total 
(RC+donantes), n=90 
38 (57,8%) 17 (81,1%) 11 (87,8%) 
Los resultados son mostrados como número de sueros positivos frente a las diferentes 
herramientas diagnósticas. Las sensibilidades, especificidades y reacciones cruzadas 
correspondientes se muestran entre paréntesis como porcentajes. Especificidad total es la 
calculada con los sueros de donantes junto con las reacciones cruzadas, n, número. 
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Figura 30. Sensibilidad y especificidad total obtenida con cada uno de los tests. La 
sensibilidad mostrada (SE) es la obtenida con los 385 sueros de pacientes con hidatidosis. 
La especificidad mostrada (ES) se corresponde a la total calculada con los sueros de 
donantes sanos y otras parasitosis relacionadas. 
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Las tiras desarrolladas con antígenos nativos mostraron ser un poco más 
sensibles que las que contenían antígeno recombinante, siendo sin embargo estas 
últimas más específicas, mostrando además mucho menos frecuentemente reacciones 
cruzadas (tabla 25). El mayor número de reacciones cruzadas para ambos tests 
inmunocromatográficos aparecieron con los pacientes con hidatidosis alveolar 
seguidos por los que presentaban neurocisticercosis, aunque hay que mencionar que 
el número de sueros de pacientes con esta última enfermedad fue muy limitado. Si 
tenemos en cuenta, además, la escala numérica proporcionada por Vircell para la 
interpretación de la intensidad de la banda problema, se encontraron mucho más 
frecuentemente reacciones en las tiras nativas, que aunque por debajo de 0,5, pueden 
dar lugar a interpretaciones erróneas (falsos positivos), que en el caso de las tiras 
recombinantes, que cuando fueron negativas en estos casos, no mostraron ninguna 
reacción. Así, en el caso de las tiras nativas, un total de 17 sueros de donantes o de 
pacientes con otras parasitosis dieron lugar a reacciones entre 0 y 0,5, mientras que 
solo 8 de esos sueros dieron lugar a reacciones similares en las tiras recombinantes. 
Para el ELISA con el antígeno 2B2t, aunque su especificidad es mejor y 
presenta menor número de reacciones cruzadas que cualquiera de las dos tiras, se 
obtuvo una sensibilidad con estos sueros mucho menor que la de las dos tiras 
(57,1%). 
Con estos mismos sueros se construyeron las curvas ROC correspondientes a 
cada uno de estos tests, mediante la representación de valores de IS en el caso del 
ELISA y para las dos tiras se representaron los valores de intensidad de la banda 
comprendidos entre 0 y 3 (figura 31A). Estas curvas mostraron que las tiras que 
transportan el antígeno 2B2t recombinante dan lugar a un valor mayor de ABC 
(figura 31B) y por tanto presentan una mejor eficiencia en el diagnóstico que las que 
llevan el antígeno nativo purificado aunque cuando el valor de ABC es comparado con 
el obtenido con las tiras con el antígeno nativo no se observan diferencias 
significativas estadísticamente (figura 31C). 
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B 
ÁREA BAJO LA CURVA 
Variables resultado 
de contraste 
Área Error típico. 
Sig. 
asintótica 
Intervalo de 
confianza 
VIRCELL NATIVA 0,846 0,021 0,000 0,8-0,89 
VIRCELL 
RECOMBINANTE 
0,879 0,018 0,000 0,84-0,91 
ELISA-2B2t 0,780 0,026 0,000 0,73-0,83 
C 
PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE ÁREAS 
VIRCELL RECOMBINANTE ELISA-2B2t 
 Ji-cuadrado Valor P Ji-cuadrado Valor P 
VIRCELL NATIVO 0,6518 0,419 17,3281 0,000 
VIRCELL RECOMBINANTE   27,316 0,000 
Figura 31. Comparación de la eficiencia diagnóstica de las tiras inmunocromatográficas 
transportando antígeno nativo o el antígeno recombinante 2B2t y del ELISA-2B2t. 
mediante curva ROC. A. Curva ROC de cada uno de los test llevados a cabo. La curva fue 
construida con los valores de IS obtenidos con los 385 sueros de pacientes con hidatidosis 
y con los 90 sueros de individuos sanos y con parasitosis relacionadas para cada test 
diagnóstico. B. Cálculo del área bajo la curva ROC de cada test, indicándose también el error 
estándar, significancia e intervalo de confianza al 95%. C. Diferencias significativas entre 
los valores de ABC calculados tras la comparación dos a dos de las pruebas diagnósticas. 
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Procedencia de la curva 
Vircell nativa 
Vircell recombinante 
ELISA-2B2t 
Línea de referencia 
1-Especificidad 
A 
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Mediante el uso de tablas de contingencia y el test chi-cuadrado se calculó y 
comparó la sensibilidad obtenida con cada test para cada característica clínica del 
paciente (tabla 26). Las sensibilidades en ambas tiras fueron significativamente 
diferentes (P<0,05) para todas las variables, excepto para el órgano afectado. Para el 
ELISA-2B2t son todas significativamente diferentes. 
Los valores de sensibilidad dados para una y otra tira son muy similares para 
pacientes con quistes no hepáticos, con quistes activos o en recogida de suero tras un 
tratamiento. En los otros casos, los valores de sensibilidad son siempre un poco 
mayores para las tiras con antígeno nativo. 
Las diferencias en las sensibilidades mostradas dentro de cada variable con el 
ELISA 2B2t son en general mayores que con las tiras, por lo que parece que los 
resultados del ELISA están más afectados que los de las tiras por las características 
clínicas que presente el paciente. Para comprobar cuáles eran las variables más 
influyentes en el resultado de cada prueba se realizó un análisis de regresión logística 
multivariada (tabla 26). Los resultados indican que las tiras con antígeno nativo solo 
están influidas por el estadio quístico, siendo más probable que el resultado de la 
prueba sea positivo ante quistes activos. Las tiras con antígeno recombinante parecen 
estar afectadas por todas las variables aquí estudiadas excepto la localización 
quística, siendo el factor más influyente en el resultado el estadio quístico. El ELISA-
2B2t con este panel de sueros está influenciado por el número de quistes y estadio 
quístico siendo este último factor el más potente. 
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Puesto que ciertos pacientes serán más probablemente negativos con el 
recombinante, y en ciertas ocasiones es deseable que así sea, refiriéndonos 
concretamente a la clasificación quística, realizamos una comparación más detallada 
de los valores de positividad para cada uno de los tipos de quiste según su imagen 
(figura 32). Las mayores diferencias se encuentran para los quistes CE1, para los 
cuales la tira con nativo se muestra más sensible que el recombinante, y para los 
quistes CE4 y CE5, especialmente para estos últimos, en los que la diferencia de 
positividad (mucho mayor para el nativo) es muy acentuada. Los quistes CE2 y CE3a-
b muestran una positividad comparable en ambas tiras. 
La diferencia entre los distintos tipos quísticos también en el caso del ELISA es 
más acentuada que con las tiras inmunocromatográficas, pero la sensibilidad también 
es menor con los quistes en estadios inactivos. 
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100,0
120,0
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VIRCELL NATIVO VIRCELL RECOMB. ELISA-2B2t
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B 
 CE1 CE2 CE3a CE3b CE4 CE5 
 
N 25 23 51 140 107 39 
+ 24 21 51 132 80 26 VIRCELL 
nativo % 96,0 91,3 100,0 94,3 74,8 66,7 
+ 23 21 49 134 75 19 VIRCELL 
recombinante % 92,0 91,3 96,1 95,7 70,1 48,7 
+ 21 18 40 98 34 9 
ELISA-2B2t 
% 84,0 78,3 78,4 70,0 31,8 23,1 
Figura 32. Comparación de las tiras con antígeno nativo y recombinante y del ELISA-2B2t 
en cuanto a su sensibilidad con cada estadio quístico. A. Representación de los porcentajes 
de positividad para cada estadio quístico con cada uno de los tests. B. Se indican para cada 
una de las técnicas a evaluar el número de sueros correspondientes a cada uno de los 
estadios quísticos (N), el número de sueros positivos para cada estadio (+) y el porcentaje 
de positividad (%) para cada tira y el ELISA-2B2t. 
Las tiras con nativo y recombinante se utilizaron también para evaluar 
comparativamente su utilidad en el seguimiento de pacientes. Debido a la limitada 
disponibilidad de sueros en cantidad suficiente para realizar la técnica 
inmunocromatográfica (30 µl/tira), esta comparación se limitó al grupo de pacientes 
tratados por cirugía o aspiración, sin incluirse en este caso pacientes tratados 
farmacológicamente o en watch and wait. 
En la tabla 27A se muestran los resultados para pacientes curados, y en la 
tabla 27B los de pacientes no curados, en sueros recogidos a distintos tiempos post-
tratamiento. 
El ELISA-2B2t fue la técnica que negativizó más rápidamente con los pacientes 
curados. De los 19 pacientes curados, 12 llegaron a ser negativos durante el período 
de seguimiento, y de los 7 restantes en 6 de ellos se observa un descenso progresivo 
del índice serológico en el período de tiempo en el que fueron tomados, quedando un 
paciente en el que se mantiene constante el índice serológico, aunque este último caso 
solo fue seguido por 6 meses tras la cirugía (paciente 412). 
Las tiras con antígeno recombinante negativizan antes y más frencuentemente 
que las que llevan el antígeno nativo (figura 33). Con las tiras recombinantes, 9 de los 
pacientes curados llegaron a ser negativos, mientras que con las tiras nativas solo 5 
pacientes negativizaron para los mismos períodos de tiempo. Los pacientes que 
negativizaron con ambas tiras lo hacen en menos tiempo con las tiras recombinantes 
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(pacientes 312, 339 y 391) coincidiendo la negativización de tiras recombinantes y 
nativas solo en dos pacientes en cuanto al tiempo post-tratamiento transcurrido 
(pacientes 349 y 398). 
En los casos en los que al final del seguimiento los sueros aún eran positivos 
con ambas tiras, se observa sin embargo, una disminución de la intensidad de la línea 
test mayor y más rápida con las tiras recombinantes, como se puede observar en la 
tabla 27A con los pacientes 37, 247, 270, 311, 315, 353 y 407. Solo los pacientes 336 y 
412 muestran una bajada mayor de la intensidad de la reacción con las tiras nativas 
que con las recombinantes para el mismo período de tiempo. 
En algunos casos sí hay coincidencia del momento de negativización entre el 
ELISA y la tira recombinante (pacientes 317, 339, 387, 391 y 398) pero en general el 
ELISA negativiza antes que las tiras. 
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Tabla 27. Valores obtenidos con las tiras realizadas con antígeno recombinante 
2B2t, con las tiras que llevan un antígeno purificado y valores de IS obtenidos con 
el ELISA-2B2t. 
A. PACIENTES CURADOS  
 
B. PACIENTES NO CURADOS  
Nº TIEMPO E-2B2t  REC NAT 
 
Nº TIEMPO E-2B2t  REC NAT 
23 0 135 2 2  1 8,9 27 2 2 
23 1,8 77 0,5 1  1 9,4 160 2 2 
23 2,5 63 0 1  1 9,7 106 3 3 
37 0,1 17 1 1  1 10,9 300 3 2 
37 0,2 -19 0,5 1  3 0 4 3 3 
247 0,3 23 2 3  3 1 303 3 2 
247 0,9 -44 1 2  4 2 101 3 3 
270 0 81 2 2  4 5 112 3 3 
270 0,2 181 2 2  4 6 61 3 3 
270 4,0 6 0,5 1  5 4 165 3 3 
308 0 183 3 3  5 6 302 3 3 
308 0,7 -35 0,5 2  13 1,9 237 3 3 
308 5,4 -31 0 1  13 2,6 225 3 2 
311 0,0 134 3 3  13 3,7 250 3 3 
311 0,8 92 2 3  14 0,8 129 3 3 
311 2,0 -30 1 3  14 1,3 101 3 3 
311 3,3 -32 0,5 3  14 2,9 67 3 2 
311 6,9 -43 0,5 3  15 0,0 239 3 3 
312 0,1 119 3 3  15 0,4 250 3 2 
312 0,9 -15 1 0,5  15 0,8 204 3 2 
312 1,6 -36 0 0,5  15 1,6 253 3 2 
312 2,5 -42 0 0  15 2,8 283 3 2 
312 3,5 -55 0 0  15 3,4 298 3 2 
312 4,5 -56 0 0  15 3,6 300 2 3 
315 0 219 3 3  15 4,3 221 3 3 
315 0,7 68 2 3  15 5,1 259 3 2 
315 1,1 97 2 2  17 0,0 296 3 3 
317 0 180 3 3  17 0,6 297 3 3 
317 0,7 63 1 2  17 2,3 248 3 3 
317 2,0 -5 0 1  18 0 287 3 3 
317 3,6 -25 0 1  18 0,3 310 3 3 
336 0,0 313 3 3  18 2,4 300 3 3 
336 1,0 105 2 2  18 1,7 305 3 3 
336 2,0 71 2 1  19 1,0 245 2 0,5 
336 2,9 23 2 1  19 2,0 207 2 0,5 
339 0 258 3 3       
339 0,5 209 3 2       
339 1,5 26 1 1       
339 2,5 -52 0 0,5       
339 4,0 -52 0 0       
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PACIENTES CURADOS  
      
Nº TIEMPO E-2B2t  REC NAT 
      
349 0,2 21 0 0       
349 0,6 -7 0 0       
349 1,7 -24 0 0       
349 2,6 -25 0 0       
353 0,0 318 3 2       
353 0,8 114 2 2       
353 1,2 79 2 2       
353 3,9 49 1 2       
361 0 332 3 3       
361 0,7 284 3 2       
361 2,4 36 2 2       
361 3,4 8 1 1       
387 0 80 2 3       
387 1,0 -57 0 1       
387 1,9 -56 0 0,5       
387 2,9 -41 0 0,5       
391 1,0 138 2 2       
391 1,2 -46 0 0,5       
391 3,3 -58 0 0       
398 0,2 67 2 2       
398 1,3 -45 0 0       
407 0,0 71 2 3       
407 0,5 -32 1 2       
412 0,0 271 3 3       
412 0,1 375 3 3       
412 0,2 316 3 3       
412 0,3 299 3 3       
412 0,5 218 3 2       
Nº, número de paciente; Tiempo, tiempo en años transcurrido desde la intervención a la 
recogida del suero; E-2B2t, resultado obtenido en ELISA-2B2t mostrados en unidades de 
índice serológico menos 50 (IS-50) de modo que los valores con signo negativo son 
considerados resultados negativos en el ELISA; REC, resultados obtenidos con las tiras 
inmunocromatográficas con antígeno recombinante 2B2t; NAT, resultados obtenidos con 
las tiras inmunocromatográficas con antígeno nativo. Se consideran valores positivos de 
0,5 a 3 correspondiendo esta medida con la intensidad de color mostrada en la línea test. 
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Figura 33. Representación de los valores de intensidad obtenidos con los sueros de pacientes 
en seguimiento tras cirugía o aspiracion curados con las dos tiras de Vircell a comparar. Int, 
indica intensidad de la banda de resultado según las categorías indicadas por la casa 
comercial (figura 15 en Materiales y Métodos), dándose como resultado negativo las 
intensidades menores de 0,5. TIEMPO: 0 indican los sueros recogidos antes o justo tras la 
cirugía o aspiración; 1, 2 y 3 indican los sueros recogidos durante el primero, segundo y 
tercer año tras la intervención, y >3, indica los sueros recogidos con posterioridad a 
los 3 años llegando a los 6,9 años. 
 
5.4.2. TIRAS PARA LA DETECCIÓN DE ANTÍGENO B2 
Tras la serie de pruebas hechas modificando diversos factores en la tira para la 
detección de antígenos, el prototipo final se construyó con membranas de poro 
tamaño estándar, llevando el anticuerpo específico anti-B2 a una concentración de 0,6 
mg/ml sobre la línea test. 
Los conjugados estuvieron formados por microesferas de 300 nm recubiertas 
por los mismos anticuerpos, a una concentración de 2 mg/ml. Los conjugados se 
dispusieron sobre las fibras absorbentes de la tira a una concentración de 0,2% 
resuspendidos previamente en tampón 1x. 
Int 
VIRCELL NATIVA 
3 
2 
1 
0 
0,5 
TIEMPO 0                             1                              2                             3                            >3  
VIRCELL RECOMBINANTE 
Int 
3 
2 
1 
0 
0,5 
TIEMPO 0                             1                              2                             3                            >3  
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El volumen de muestra a aplicar fue de 100 μl si esta era muy fluida, sino era el 
caso podía ser diluida con agua destilada. 
Las pruebas hechas con el recombinante B2t mostraron que la tira era capaz 
de detectar niveles de la proteína de hasta 1 μg. Cuando se hicieron pruebas con el LH 
de E. granulosus, las tiras dieron señal positiva cuando la cantidad de proteína total 
del LH fue de 5 μg. Los resultados obtenidos con distintas muestras parasitológicas se 
muestran a continuación en la tabla 28. 
 
Tabla 28. Ensayos de especificidad de las tiras inmunocromatográficas para la 
detección de antígeno B2. 
PARÁSITO HOSPEDADOR RESULTADO 
oveja + 
humano + E. granulosus 
camello +/- 
E. multilocularis + 
E. vogeli +/- 
T solium - 
T. crassiceps - 
Las muestras de LH procedentes de quistes de E. granulosus fueron colectadas de 
diferentes hospedadores. Los resultados de la tira son dados como: +, positivo, +/-, positivo 
muy débil, - negativo. 
Tras este ensayo se observó que las tiras dan lugar a reacciones de diferente 
intensidad para el LH de E. granulosus, dependiendo del hospedador de origen, dando 
también lugar a reacciones de intensidad variable con otras especies del género. Sin 
embargo, no se encontró ninguna reacción positiva con fluido procedente de 
cisticercos de especies de Taenia. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. DISCUSIÓN 
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En la actualidad aún no se ha conseguido un test estandarizado para el 
serodiagnóstico de la hidatidosis, debido a la baja especificidad y sensibilidad de las 
herramientas comerciales disponibles y a la falta de una apropiada evaluación de los 
antígenos utilizados. En la literatura se han descrito varios antígenos recombinantes 
con potencial para sustituir a los antígenos nativos, pero ninguno de ellos ha sido 
testado sistemáticamente para el desarrollo diagnóstico considerando la compleja 
presentación clínica de la hidatidosis. 
A este respecto, nuestro grupo propuso anteriormente, en un desarrollo que 
constituyó el Trabajo de Grado germen de esta Tesis, el uso de una versión truncada 
del polipéptido B2 (B2t), para el diagnóstico y monitorización de pacientes con 
hidatidosis en la técnica ELISA. El ELISA-B2t mostró un excelente rendimiento 
diagnóstico (91.2% sensibilidad y 93% especificidad) y demostró ser útil para 
detectar la curación en pacientes quirúrgicamente tratados (Hernández-González y 
cols., 2008). 
Ya que un porcentaje de pacientes confirmados, cercano al 10%, había 
resultado negativo frente al antígeno B2t, con el fin de producir un nuevo antígeno 
que lograra aumentar esta sensibilidad, se diseñaron 3 polipéptidos constituidos por 
2, 4 y 8 subunidades repetidas del antígeno B2t para su expresión, purificación y 
posterior uso en técnicas diagnósticas. La elección de la producción de estos tándems 
estuvo basada en los resultados de otros autores que muestran un incremento de la 
antigenicidad (sensibilidad) en el diagnóstico de enfermedades específicas, cuando 
dos o más subunidades de un antígeno específico son clonadas juntas (p. ej. 
leishmaniosis y tripanosomosis; Goto y cols., 2010; Valiente-Gabioud y cols., 2011). 
Además los tándems, al presentar un mayor tamaño que la proteína B2t, darían lugar 
a mayores rendimientos de producción como recombinantes (Lennick y cols., 1987), 
lo que facilitaría su aplicación a un kit comercial, objetivo final de nuestro trabajo, al 
resultar más eficiente y barata su producción. 
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6.1.  OBTENCIÓN Y PRODUCCIÓN DE LAS NUEVAS PROTEÍNAS 
RECOMBINANTES 
El recombinante B2t así como las proteínas derivadas del mismo (2B2t, 4B2t y 
8B2t) fueron expresadas en la cepa de E. coli BL21 CodonPlus-RIL y purificadas 
siguiendo el protocolo descrito en Hernández-González y cols. (2008). Esta cepa fue 
seleccionada por su mayor nivel de expresión para la proteína B2t en forma soluble 
que otras cepas ensayadas en su momento. Este mayor rendimiento posiblemente fue 
debido a la presencia de un plásmido con múltiples copias de los genes que codifican 
los ARNs de transferencia, cuya ausencia puede limitar la traducción de proteínas 
heterólogas en E. coli (Terpe, 2006.). 
La cantidad de proteína final purificada fue diferente para cada recombinante. 
Para la proteína 2B2t se lograron purificar 2,5 mg por litro de medio de cultivo 
procesado, prácticamente el doble que de proteína B2t purificada (1,2 mg/l). Puesto 
que la 2B2t pesa el doble que la B2t (16,9 kDa y 8,3 kDa respectivamente), estos 
resultados nos indican que el nivel de expresión en E. coli fue similar para ambas 
recombinantes y que el proceso de purificación se desarrolló con el mismo 
rendimiento en ambos casos, con la ventaja de poder producir dos veces más 
polipéptido B2t cuando se usa el recombinante 2B2t, en el mismo volumen de cultivo. 
Sin embargo esto no fue así con el resto de los tándems, observándose un 
descenso en la producción de proteína al ir aumentando el número de subunidades 
B2t. Así, la producción de 4B2t no fue 4 veces superior a la B2t como cabría esperar, y 
la cantidad purificada de 4B2t fue levemente inferior a la obtenida con 2B2t. Con la 
proteína 8B2t, la disminución en su producción fue aún más acusada, de modo que 
apenas se consiguió obtener proteína tras el corte con trombina en el proceso de 
purificación. 
Se descartó que la menor producción fuese debida a un problema de 
solubilidad de los tándems mayores, puesto que la proporción de proteína en 
fracciones soluble e insoluble son similares para todos los tándems. Sí se observó una 
bajada en el nivel de expresión general para 4B2t y 8B2t en comparación con los 
otros dos recombinantes, por razones que podrían atribuirse a efectos inhibitorios 
Discusión 
 173 
debidos a la presencia de proteínas de alto peso molecular que fuesen mal toleradas 
por la cepa de expresión. 
Debido al bajo rendimiento que presentaba la obtención del antígeno 8B2t 
purificado, este fue descartado, ya que uno de nuestros objetivos finales era producir 
una proteína para su futuro uso en una prueba diagnóstica comercial, cuya 
manufactura requiere de procesos de producción lo más económicos posible. 
 
6.2. DIAGNÓSTICO DE LA HIDATIDOSIS 
6.2.1. PRESELECCIÓN DE ANTÍGENOS EN ELISA-IGG 
En una primera prueba para la determinación de la aptitud de los tándems 
2B2t y 4B2t en el diagnóstico, en comparación con el recombinante B2t, los tres 
recombinantes fueron enfrentados a un panel de sueros en ELISA-IgG. Para ello se 
seleccionaron sueros previamente testados con el recombinante B2t de pacientes con 
hidatidosis, incluyendo además de sueros positivos y positivos límite, sueros que 
habían resultado negativos a B2t en la misma técnica ELISA-IgG. 
El uso de la proteína 2B2t resultó en un incremento significativo en la 
sensibilidad, comparada con la reactividad del antígeno B2t. Sin embargo, la 
proporción de subunidades “B2t” es la misma independientemente del antígeno que 
se utilice para el tapizado, puesto que ambos antígenos se utilizaron a la misma 
concentración de tapizado. La explicación a estos resultados podría ser un mayor 
número de anticuerpos capaces de unirse por molécula de 2B2t que por molécula de 
B2t, debido a que el recombinante 2B2t podría presentar una mayor proporción de 
epítopos que quedarían expuestos tras el pegado de los antígenos a las placas de 
ELISA, y por tanto disponibles para la unión de anticuerpos que el B2t. 
Según los trabajos ya mencionados de Goto y cols. (2010) y Valiente-Gabioud y 
cols. (2011), cabría esperar un aumento en la reactividad, asociado al incremento en 
el número de repeticiones en las respectivas proteínas recombinantes. Sin embargo, 
el antígeno 4B2t resultó menos reactivo frente a los sueros de pacientes con 
hidatidosis que el recombinante 2B2t. Estos resultados podrían deberse a cambios en 
la estructura espacial de la proteína 4B2t con respecto a la 2B2t, llevando consigo la 
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pérdida de algunos epítopos conformacionales necesarios para la unión del 
anticuerpo. 
El incremento en el número de unidades antigénicas también resultó en un 
aumento en la perdida de especificidad para el antígeno 4B2t, que mostró un mayor 
número de falsos positivos con sueros de donantes sanos que el antígeno B2t, 
mientras que el polipéptido 2B2t mostró la misma especificidad que el antígeno B2t. 
El fenómeno de la pérdida de especificidad relacionado con el aumento del número de 
unidades antigénicas repetidas, ha sido descrito anteriormente para otros antígenos 
recombinantes (ej. Goto y cols., 2010). 
Tras estos resultados, se decidió excluir al antígeno 4B2t, debido a su falta de 
especificidad en relación a los recombinantes B2t y 2B2t. Puesto que los resultados de 
sensibilidad eran mejores para el antígeno 2B2t que para el B2t, se decidió 
caracterizar el nuevo tádem más profundamente. 
 
6.2.2. EFICIENCIA DIAGNÓSTICA DE LOS RECOMBINANTES EN ELISA. 
El ELISA con los recombinantes B2t y 2B2t fueron comparados con el LH en 
ELISA y con un kit comercial de hemaglutinación indirecta (HAI), puesto que estos 
dos ensayos son frecuentemente utilizados en la práctica clínica para el 
serodiagnóstico de pacientes con hidatidosis. 
Para la comparación de estas pruebas diagnósticas, se eligió el análisis 
estadístico mediante curvas ROC, tomando como parámetro de eficiencia diagnóstica 
total de cada test el valor del área bajo la curva ROC (ABC). Este análisis ha sido ya 
utilizado para evaluar distintos antígenos de E. granulosus en diagnóstico por varios 
autores (Virginio y cols., 2003; Lorenzo y cols. 2005; List y cols., 2010), puesto que 
está especialmente recomendado para la validación de pruebas diagnósticas (Pita 
Fernández y Pértegas Díaz, 2003). En la elaboración de dichas curvas se incluyeron 
186 sueros de pacientes con hidatidosis de Perú, junto con 110 de donantes sanos y 
174 sueros correspondientes a pacientes con enfermedades infecciosas relacionadas 
con la hidatidosis antigénicamente o por dar lugar a imágenes similares. 
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El ELISA con el antígeno B2t mostró el valor más alto de ABC, apareciendo así 
como el test más eficiente, seguido del 2B2t, del LH y de la HAI. Estos resultados 
estuvieron motivados por el número de reacciones cruzadas, que son mayores 
proporcionalmente para el 2B2t y mayores aún para el LH, comparados con las 
detectadas para el B2t. La bajísima sensibilidad del kit comercial de HAI condicionó 
su valor de ABC, que quedó muy por debajo de los obtenidos con el resto de los 
antígenos. Sin embargo, el antígeno 2B2t fue el que se mostró más sensible. 
El antígeno menos específico, el LH, ya se ha señalado por otros autores como 
una mezcla antigénica que puede dar lugar frecuentemente a falsos positivos, en 
proporción generalmente más alta que la mayoría de los antígenos recombinantes o 
purificados derivados del mismo (ej. Virginio y cols., 2003; Sbihi y cols., 2003; 
Hernández-González y cols., 2008). Las reacciones cruzadas más frecuentes fueron 
detectadas aquí frente a pacientes con hidatidosis alveolar (HA) y con 
neurocisticercosis (NCC). Los datos aportados por otros autores muestran resultados 
muy similares a este respecto, indicando reacciones cruzadas también con otras 
enfermedades parasitarias (Eckert y Deplazes, 2004), pero especialmente con 
pacientes con HA y NCC (ej. Poretti y cols., 1999; Carmena y cols., 2006). El porcentaje 
de reacciones cruzadas reportadas para el LH depende enormemente del panel de 
sueros utilizados, tanto en número como en tipo de pacientes. Así, Ortona y cols. 
(2000) señalan una especificidad para el LH comprendida entre el 96-100% según la 
técnica empleada. Estos autores no utilizan sueros de pacientes con HA, con un 
número muy escaso de sueros de pacientes con otras parasitosis, la mayoría de ellas 
(esquistosomosis, filariosis, triquinelosis) sin relación antigénica clara con el género 
Echinococcus, utilizando solo 5 sueros de pacientes con cisticercosis, de los cuales uno 
dio lugar a reacción cruzada en ELISA y cuatro (80%) en immunoblot con LH. Estos 
valores, por tanto, están mediatizados y distorsionados por el panel de sueros elegido 
para evaluar las reacciones cruzadas del LH. Los falsos positivos detectados aquí para 
el LH dan valores muy similares en porcentaje a los que se encuentran por otros 
autores utilizando paneles de sueros comparables, siendo muy similar a la descrita 
por Barbieri y cols. (1998), que calculan un 40% de falsos positivos en un panel que 
incluye 49 sueros de pacientes con HA y cisticercosis, entre otros. 
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Los antígenos recombinantes B2t y 2B2t mostraron reacciones cruzadas con 
sueros de HA, NCC y teniosis, enfermedades ocasionadas por parásitos muy próximos 
taxonómicamente a E. granulosus. Estas reacciones cruzadas ya han sido descritas por 
varios autores, tanto para el antígeno B como para sus diferentes subunidades 
testadas bien en forma nativa o como recombinante (Carmena y cols., 2006). 
La familia antigénica denominada B se ha descrito en una amplia variedad de 
cestodos, con diferente grado de similitud en secuencias y subunidades entre 
diferentes géneros (Olson y cols. 2012). En el caso de E. granulosus, el antígeno B es 
considerado género-específico, puesto que se han encontrado anticuerpos específicos 
frente al antígeno B nativo en sueros de personas infectadas con otras especies de 
este mismo género como E. multilocularis (Siracusano y cols., 2008) y E. vogeli (De la 
Rue y cols., 2010). Además las subunidades B1 y B2 de E. granulosus y de E. 
multilocularis muestran una identidad de secuencias de aminoácidos y nucleótidos 
superiores al 90% entre ambas especies (95,8% en el caso de la secuencia 
aminoacídica de la subunidad B2) (Mamuti y cols., 2006; Muzulin y cols., 2008). En un 
reciente trabajo de Jiang y cols. (2012) se concluye que las subunidades ortólogas del 
antígeno B de E. granulosus y E. multilocularis que reconocen anticuerpos específicos 
podrían ser muy similares. A pesar de estas similitudes, se encuentra una menor 
respuesta de anticuerpos en suero contra el antígeno B o sus subunidades, en los 
casos de HA que en los de hidatidosis unilocular. Esto podría atribuirse a las 
diferencias en la producción, liberación o presentación del antígeno por parte de cada 
uno de dichos cestodos, que vendrán influenciadas por el crecimiento y desarrollo 
diferencial de quistes alveolares y uniloculares en pacientes humanos (Mamuti y cols. 
2006). Así, los antígenos B son típicamente producidos como proteínas de secreción 
del quiste, y se consideran componentes mayoritarios del líquido hidatídico. Los 
quistes uniloculares durante su desarrollo en pacientes, suelen producir LH que 
contendrá los antígenos B. El diferente desarrollo de los quistes alveolares en 
pacientes se refleja, entre otros, en que los quistes no presentan una cavidad 
claramente delimitada en la que se acumule el líquido quístico, sino que el parásito 
crece infiltrativamente, produciendo tejidos semisólidos y de apariencia estromatosa, 
lo que probablemente disminuye la proporción de LH y por tanto de antígenos 
solubles del mismo, entre ellos los antígenos B. Refrendando esta hipótesis, se ha 
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comprobado que los mejores antígenos recombinantes para diagnosticar la HA son 
proteínas somáticas parasitarias (ej., el antígeno Em18; Ito y cols., 1993). 
En relación a las reacciones positivas frente a los sueros de pacientes con NCC 
de Perú, podrían deberse a la presencia del antígeno B en cisticercos no calcificados, 
que mostrarían para el caso de T. solium una identidad comprendida entre el 45-50% 
con los antígenos B de E. granulosus (Ferrer y cols., 2007). En este caso, el parásito sí 
consiste, al igual que un quiste unilocular, en una cavidad generalmente rellena de 
líquido, conteniendo antígenos solubles propios, como por ejemplo los antígenos B, lo 
cual podría explicar el mayor porcentaje de reacciones cruzadas en este caso que con 
los pacientes con HA. 
Llama la atención, en cualquier caso, la diferencia en el número de reacciones 
cruzadas con pacientes con NCC de distinta procedencia, puesto que las reacciones 
cruzadas con pacientes de Méjico son mucho menores que con pacientes peruanos. 
En el caso de los sueros de pacientes con NCC de Perú, los sueros habían sido 
previamente testados en un western blot específico y en otro frente a LH, siendo 
positivo contra los antígenos B del LH solo uno de los pacientes que dieron lugar a 
reacción cruzada. No se encontró correlación entre un número mayor de bandas 
positivas en el western blot específico y la presencia de reactividad cruzada con los 
recombinantes. Sin embargo, la práctica ausencia de reacciones cruzadas con los 
pacientes de NCC de Méjico con los antígenos 2B2t y B2t parece indicar la potencial 
presencia de anticuerpos específicos verdaderos frente a estos antígenos en los 
pacientes peruanos; es decir, la infección potencial de dichos pacientes con E. 
granulosus. Esta hipótesis se apoya sobre datos epidemiológicos de hidatidosis en 
Perú y en Méjico, puesto que la prevalencia de hidatidosis en humanos es de 5,5 a 
9,1% en zonas endémicas de Perú, de donde proceden los sueros de NCC aquí 
testados (Moro y cols., 2011), mientras que Méjico tiene una prevalencia de 
hidatidosis mucho menor que Perú, y los casos autóctonos mejicanos son 
considerados como raros (Mata-Miranda y cols., 2007). Otra razón podría ser las 
características clínicas de los pacientes en cada panel de sueros, ya que un menor 
número de reacciones cruzadas podrían atribuirse a la inactividad parasitaria por 
calcificación de los cisticercos o a un menor número de cisticercos en cada paciente 
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(Ferrer y cols., 2007). Desafortunadamente, los datos acerca del estado parasitario 
tanto en pacientes peruanos como mejicanos no estaban disponibles. 
En definitiva, las reacciones cruzadas detectadas contra los recombinantes 
conciernen a pacientes con HA en un porcentaje mucho menor que al utilizar 
antígenos nativos, lo cual introduce una mejora clara con respecto al uso de los 
mismos. En cuanto a las reacciones cruzadas con pacientes con NCC, y puesto que los 
datos obtenidos aquí no son totalmente concluyentes, sería recomendable testar los 
recombinantes con un mayor número de sueros de pacientes con NCC, tanto de áreas 
endémicas para hidatidosis como de áreas no endémicas, utilizando cohortes de 
pacientes con características clínicas bien definidas. 
Los pacientes con teniosis (T. solium) también dieron lugar a un porcentaje de 
reacciones cruzadas con los recombinantes. Los antígenos B están también presentes 
en oncosferas, y los pacientes provienen de un área endémica para hidatidosis, por lo 
que esas reacciones cruzadas se podrían explicar siguiendo un razonamiento similar 
al que se ha expuesto para los pacientes peruanos con NCC. Ya que el número de 
pacientes con teniosis testado aquí fue bajo, sería recomendable evaluar estas 
reacciones cruzadas con un número mayor de pacientes con esta parasitosis. 
En general el antígeno B2t mostró menor número de reacciones cruzadas que 
el 2B2t. Además de los motivos expuestos, que se refieren a una mayor “sensibilidad” 
potencial del antígeno 2B2t también con estos pacientes –bien por similitudes 
antigénicas de las otras especies con E. granulosus, bien por la hiperendemicidad para 
la hidatidosis de algunas regiones de las que proceden los pacientes con otras 
parasitosis-, el motivo podría ser el mayor número de unidades antigénicas repetidas 
en el tándem 2B2t, que como se ha mencionado podría resultar en una menor 
especificidad que para antígenos de una sola unidad (ej. Goto y cols., 2010). 
En cuanto al grupo de sueros de pacientes con hepatitis y de donantes sanos, 
para ambos antígenos encontramos un total de dos falsos positivos, siendo uno de 
ellos también positivo a la HAI. En el caso del paciente con hepatitis que resultó 
positivo, el título fue relativamente elevado para ambos recombinantes, mientras que 
en el caso de los donantes sanos, la reactividad cruzada se detectó para dos personas 
diferentes en cada recombinante, con títulos relativamente bajos. Estos falsos 
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positivos, al tratarse de pacientes que viven en un área endémica para la hidatidosis 
(Salamanca), podrían indicar un contacto potencial con el parásito que diese lugar a 
respuestas inmunes específicas. Especialmente llamativo en este aspecto es el 
positivo del paciente con hepatitis, que también resultó positivo en el kit de HAI, que 
es la técnica más específica de las testadas aquí. 
La HAI resultó ser un test muy específico con todos los grupos de sueros, 
aunque mostró un numero muy elevado de reacciones cruzadas con pacientes con 
HA. Este kit utiliza una fracción purificada del antígeno 5. Este antígeno ha sido 
descrito también en otros ténidos (T. solium GenBank HQ393478.1 y T. asiatica 
GenBank EF420507.1) y está presente, además de en el fluido del cisticerco, en 
oncosferas, presentando actividad proteolítica (Rueda y cols., 2011). El antígeno 5 es 
muy similar entre E. granulosus y T. solium, lo que sugiere la potencial presencia de 
una molécula homóloga también en E. multilocularis, que aún no se ha descrito. Esta 
molécula podría ser producida por el metacestodo de dicha especie para potenciar su 
carácter infiltrativo en pacientes con HA, dada su actividad proteolítica. Su 
producción podría explicar las reacciones cruzadas con pacientes con HA que se han 
detectado en este trabajo al utilizar el kit de HAI. Sin embargo, también se deben 
tener en cuenta otros factores como posible explicación a esas reacciones cruzadas, 
como la presencia de moléculas adicionales que sean comunes a ambos parásitos en 
la fracción purificada del LH que utiliza este kit. 
El porcentaje de reacciones cruzadas del kit de HAI detectadas aquí es más 
elevado que el señalado por otros autores y por el propio distribuidor, que da una 
especificidad global del 94,4% para el kit. Estos valores han sido calculados, sin 
embargo, con una escasa (o ninguna) representación de sueros de pacientes con 
parasitosis relacionadas, y más concretamente con HA (van Doorn y cols., 2007; 
manual del kit Hydatidose Fumouze). 
La reactividad cruzada de los antígenos utilizados habitualmente para el 
diagnóstico serológico de la hidatidosis unilocular con la HA es un serio 
inconveniente para el diagnóstico específico de la hidatidosis en las zonas donde 
ambos parásitos coexisten (Carmena y cols., 2006; Brunetti y cols., 2010). A este 
respecto, la capacidad del nuevo antígeno 2B2t para discriminar entre los pacientes 
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con hidatidosis unilocular o alveolar es notablemente superior a la mostrada por los 
antígenos nativos. 
En cuanto a las cifras de sensibilidad, la más alta fue la obtenida con el ELISA-
2B2t (87,6%), seguida por el ELISA-LH y ELISA-B2t (83,3% y 79%, respectivamente), 
estando todas ellas muy por encima de la sensibilidad calculada para el kit de HAI 
(34,9%). Estas diferencias podrían ser parcialmente atribuidas a la mayor 
sensibilidad de la técnica ELISA frente a la técnica de HAI (ej. Liance y cols. 2000; 
Ortona y cols., 2000; Sbihi y cols. 2001), así como a los diferentes antígenos usados, 
ya que ha sido demostrado que el antígeno B presenta una mayor reactividad que el 
antígeno 5 (Barbieri y cols. 1998). En cualquier caso, los ensayos realizados durante 
esta Tesis han demostrado que el kit de Fumouze basado en la HAI presenta una 
sensibilidad mucho menor que la indicada por el proveedor comercial (93%). Otros 
autores ya han detectado valores de sensibilidad diferentes a los dados por la casa 
comercial para este mismo kit, algunos elevados (Liance y cols., 2000; Van Doorn y 
cols., 2007) y otros bajos (Force y cols., 1992), siendo el más comparable al nuestro, 
por número de pacientes y características clínicas de los mismos, así como por la 
aproximación experimental (tipo de placas utilizadas), el de Gonlugur y cols. (2005). 
Este estudio arroja un 55,8% de sensibilidad para este kit, utilizando los sueros de 
120 pacientes con hidatidosis, un porcentaje un poco mayor que el que encontramos 
aquí, probablemente debido a que estos autores utilizaron un valor de corte menor al 
nuestro. 
 
6.2.3. INFLUENCIA DE LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 
La variabilidad en la sensibilidad dada por distintos laboratorios en el caso de 
este kit de HAI también se da cuando otras técnicas y antígenos, entre ellos el LH y el 
antígeno recombinante B2, han sido ensayados por distintos grupos. Específicamente, 
para el antígeno B2 recombinante en ELISA-IgG, los datos de sensibilidad varían del 
45% al 93% (Carmena y cols., 2006), siendo los más similares a los nuestros los 
obtenidos por Rott y cols., (2000) y Virginio y cols., (2003). Estas grandes diferencias 
se pueden atribuir a distintas variables clínicas que muchas veces no son explicitadas. 
Estas variables podrían afectar a la sensibilidad del test por estar condicionando el 
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nivel de anticuerpos circulantes específicos (Moro y Schantz, 2009). Esto se ha 
demostrado para alguna de las variables, entre ellas la fecha de recogida del suero en 
relación con el inicio del tratamiento ya sea farmacológico o quirúrgico, ya que ambos 
pueden conducir a un aumento en el nivel de anticuerpos específicos (ej. Feng y cols., 
2010), el estadio quístico según la clasificación dada por la OMS (ej. Li y cols., 2010), 
la localización quística (ej. Babba y cols., 1994) y el número de quistes (ej. Ortona y 
cols., 2000; Gavidia y cols., 2008). 
Tal y como acabamos de mencionar, en muchas ocasiones la información 
acerca de los pacientes es muy incompleta, dándose solo la descripción de una o dos 
variables clínicas, que en algunos casos ni siquiera se tienen en cuenta en los cálculos 
de la sensibilidad de la prueba que se evalúa (ej. Virginio y cols., 2003; Feng y cols., 
2010). A estas deficiencias se añade muchas veces el hecho de que el número de 
sueros que representa a cada grupo a estudiar es muy escaso, dando lugar a 
resultados poco significativos (ej. Cohen y cols., 1998, Sbihi y cols., 2001; Sunita y 
cols., 2007; Delunardo y cols., 2010). 
Estas diferencias indican, en cualquier caso, la necesidad de llegar a un 
consenso para determinar las variables que hay que comprobar cuando se quiere 
evaluar una herramienta de serodiagnóstico para la hidatidosis. Además, lo más 
apropiado es utilizar las mismas muestras para comparar diferentes herramientas 
serológicas (Junghanss y cols., 2008) 
Aquí, hemos examinado la influencia de seis variables clínicas en el resultado 
de los diferentes tests que se han utilizado: el número, localización y estadio quístico, 
la presencia de complicaciones, los antecedentes de hidatidosis, y la fecha de recogida 
de suero (en comparación a la de inicio del tratamiento). En cuanto a la clasificación 
quística, ya que el número de muestras de esta cohorte para algunos tipos de quistes 
era demasiado bajo para el análisis estadístico (44 pacientes con CE1, 22 pacientes 
con CE2, 8 pacientes con CE3 y 2 pacientes con CE4), especialmente los 
pertenecientes al grupo de quistes inactivos (CE4-CE5), no pudimos agrupar a los 
pacientes con quistes activos, transcionales e inactivos por separado, en el intento de 
relacionar la actividad quística con el resultado de la serología correspondiente. En 
este sentido, el cambio de quistes activos a quistes inactivos se ha demostrado que 
resulta en una disminución de anticuerpos específicos contra el antígeno B 
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recombinante (ej. Li y cols., 2011). También en relación con esto, la expresión de la 
subunidad B2 se ha demostrado que se reduce con la senescencia del quiste (Pan y 
cols., 2011). Por lo tanto, y tras esta primera aproximación, decidimos que los 
antígenos debían ser testados con un mayor número de sueros que incluyesen 
proporcionalmente un número significativo de quistes activos, transicionales e 
inactivos. 
En cualquier caso, también se ha demostrado que los quistes CE1 se asocian 
más frecuentemente con una respuesta seronegativa frente a antígenos del parásito, 
incluyendo el antígeno B, en contraste con los CE2 y CE3 que se asocian generalmente 
con una respuesta de anticuerpos específica detectable (ej. Li y cols., 2010 y 2011). 
Por lo tanto, se decidió agrupar a estos pacientes en dos grupos: CE1 y CE2 a CE4, y 
determinar si los resultados de las pruebas dependían de esta variable. 
Todas las variables estudiadas aquí, excepto una, influyeron en la sensibilidad 
del ELISA-LH, como se observa por el análisis de chi cuadrado. Se observó un 
resultado muy similar con la prueba de HAI comercial. El ELISA-B2t fue influenciado 
por el número de quistes y la fecha de recogida de suero (en cuanto a la fecha del 
tratamiento), mientras que el ELISA-2B2t fue influenciado solo por el número de 
quistes. 
Sorprendentemente, los pacientes con quistes pulmonares fueron más 
frecuentemente positivos con el kit de HAI y el ELISA-LH que los pacientes con 
quistes en el hígado. Esto contradice los resultados de otros autores, que mostraron 
que los quistes pulmonares por lo general resultan en una estimulación antigénica 
menor que los quistes en hígado (ej. Babba y cols., 1994) No obstante, estas 
diferencias pueden en nuestro caso atribuirse a la influencia de otras variables 
clínicas. En nuestro grupo de pacientes, el 66% de los quistes pulmonares 
presentaban complicaciones, en comparación con el 27% de quistes complicados en 
hígado, en ambas localizaciones con un porcentaje similar de cualquiera de los dos 
tipos de complicaciones que se observaron (ruptura e infección quística). Así, la 
presencia de quistes complicados en particular, podrían influir en los resultados de la 
prueba dando lugar a seropositividad más frecuentemente que los quistes no 
complicados, independientemente de su localización. Para comprobar esta hipótesis, 
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se estudió la influencia en conjunto de todas las variables estudiadas mediante 
análisis de regresión logística. 
Los resultados de este análisis indicaron que cuatro y tres de las seis variables 
afectan el resultado del kit de HAI y del ELISA-LH, respectivamente, en asociación o 
no con las otras variables. Los resultados del ELISA-B2t fueron influenciados por el 
número de quistes. Así, un paciente con un quiste único es más probable que de lugar 
a un resultado negativo con B2t que un paciente con quistes múltiples. Por otro lado, 
el rendimiento del ELISA-2B2t fue estadísticamente independiente de todas las 
variables clínicas evaluadas. Así, el porcentaje de pacientes 2B2t negativos con 
hidatidosis confirmada podría atribuirse a la ausencia de anticuerpos específicos 
asociada con variables no evaluadas en esta cohorte, ya sean clínicas o de otro tipo, 
como por ejemplo la formación de complejos inmunes. 
No obstante, la inclusión de un mayor número de pacientes podría resultar en 
una asociación estadísticamente significativa para algunas de las variables de la 
prueba, especialmente para aquellas en las que se encontró un intervalo de confianza 
amplio. 
Con esta cohorte de pacientes, nuestros resultados sugieren que los quistes 
múltiples, la localización en el hígado, la presencia de quistes CE2 o CE3 y la recogida 
del suero después de un tratamiento, son variables que aumentan la probabilidad de 
un resultado positivo en el ELISA-2B2t. Esto es sugerido también por las 
características mayoritarias de los pacientes que resultaron negativos frente a este 
test (n = 23): el 78% tenían un solo quiste, el 65% tenía quistes pulmonares, el 62,5% 
tenían quistes tipo CE1 y el 78% de esos sueros había sido recogido antes del 
tratamiento. Por desgracia, el número de pacientes con serología negativa era 
demasiado bajo como para extraer conclusiones significativas. 
Debido a estos resultados relativamente poco conclusivos estadísticamente, se 
aumentó el número de pacientes testados, incluyendo 946 sueros de pacientes con 
hidatidosis confirmada, recogidos en hospitales de Italia y Alemania. En este caso, los 
datos clínicos no incluyeron información acerca de los antecedentes de hidatidosis, ni 
de las complicaciones, pero se pudo ampliar el estudio estadístico de la influencia del 
número de quistes, localización y clasificación quística, así como fecha de recogida del 
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suero con respecto al tratamiento aplicado en cada caso en cada uno de los tests. El 
tratamiento estadístico de esta cohorte de datos mostró que, tal y como sugerían, 
aunque sin significación estadística, los resultados con pacientes peruanos, estas 
variables clínicas afectan estadísticamente a la positividad de las pruebas serológicas, 
incluyendo aquellas que se basan en el uso de antígenos recombinantes. La excepción 
fue la localización quística, que no mostró influenciar los distintos tests, aunque 
debemos mencionar que el número de sueros de pacientes con quistes hepáticos 
representaban el 85% de los sueros en esta variable, lo cual podría influir en la 
significación estadística de esta comparación. 
Nuestros estudios demuestran, por tanto, que las diferencias clínicas de cada 
paciente influirán claramente en la sensibilidad definida para un test de detección de 
anticuerpos específicos. Es por tanto imprescindible dar los detalles clínicos de los 
pacientes para poder conocer certeramente el valor diagnóstico de un test 
determinado. De otro modo, la comparación de nuevas herramientas con las ya 
descritas y la posible sustitución de herramientas menos efectivas por otras con más 
valor diagnóstico será inviable. 
Nuestros resultados también demuestran que el rendimiento del ELISA-B2t 
puede ser mejorado mediante el uso de dos unidades en tándem de dicho antígeno. 
 
6.2.4. APLICACIÓN DEL ANTÍGENO 2B2t EN TIRAS 
INMUNOCROMATOGRÁFICAS 
Como hemos mencionado, la hidatidosis es muy prevalente en áreas definidas 
dentro de países en vías de desarrollo. La falta de recursos para el diagnóstico de 
pacientes en estos países plantea la necesidad de disponer de métodos diagnósticos y 
de seguimiento alternativos, con buenas cualidades diagnósticas, fáciles de utilizar y 
que además resulten en un bajo costo de producción, transporte y manejo. Esto nos 
motivó a intentar aplicar el nuevo antígeno 2B2t en una técnica con estas 
características, y más concretamente en inmunocromatografía. 
Comenzamos el desarrollo de tiras inmunocromatográficas en colaboración 
con la empresa Certest Biotec. Estas tiras, que contenían el antígeno 2B2t en las 
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partículas coloidales y una anti-IgG4 monoclonal sobre la línea test, mostraron una 
sensibilidad del 41,9% con los pacientes peruanos, sensibilidad mucho menor que la 
obtenida en ELISA con el mismo antígeno, aunque mayor que con el kit de HAI. Las 
diferencias de sensibilidad entre los pacientes agrupados según las variables clínicas 
estudiadas fueron mucho más pronunciadas en general que para el ELISA. La 
especificidad, sin embargo, se clasificó a la inversa: cuanta mayor sensibilidad, menor 
especificidad (ELISA-2B2t<tiras-2B2t<HAI). 
Todos los positivos en la tira fueron también positivos en ELISA, lo que 
indicaría una pérdida de sensibilidad en las tiras, potencialmente relacionada con su 
formato o con la modificación de la afinidad antígeno-anticuerpo en relación a la 
disponibilidad de epítopos en dicho formato. Además, el tiempo de interacción entre 
los antígenos y anticuerpos es mucho menor en el caso de las tiras, lo que también 
puede influir en su sensibilidad relativa con respecto al ELISA. 
Sin embargo, no se encontró una correlación directa entre la magnitud del 
índice serológico en ELISA y el resultado en las tiras. Esto indica que la sensibilidad es 
menor para algunos pacientes, y su pérdida se relacionaría también con los reactivos 
que se usaron en las tiras, y no solo con el formato de las mismas o su modo de uso. 
Estas tiras, por tanto, no mostraron ventajas con respecto al uso del antígeno 
2B2t en ELISA, puesto que perdían una gran parte de la sensibilidad que se conseguía 
en esta última técnica. 
Cuando se compararon las tiras que manufacturamos en Certest con las 
comercializadas por Vircell, que se basan en el uso de antígenos nativos, estas últimas 
mostraron una sensibilidad muy superior, aunque una especificidad menor que las de 
Certest. En general, estos resultados eran esperables, puesto que los antígenos de LH 
son en general más reactivos que sus unidades recombinantes (Carmena y cols., 
2006), tanto para las reacciones específicas como para las inespecíficas. Así ocurre 
también con el LH utilizado en ELISA, que en comparación al antígeno 2B2t en la 
misma técnica, da lugar en general a un número mayor de resultados positivos tanto 
en el grupo de pacientes con hidatidosis como en los otros grupos de sueros. 
Puesto que el uso de antígenos nativos presenta una serie de desventajas con 
respecto al uso de recombinantes, como una menor especificidad y otros, ya 
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expuestos a lo largo de esta memoria, Vircell se interesó por el antígeno 
recombinante 2B2t como sustituto potencial de los antígenos nativos en las tiras 
correspondientes. Las tiras inmunocromatográficas desarrolladas con el 
recombinante 2B2t en colaboración con Vircell, fueron comparadas con las tiras 
comercializadas por esta misma empresa. 
Mientras que la sensibilidad global fue mayor para las tiras con antígenos 
nativos, la sensibilidad para pacientes con quistes activos y transicionales fue la 
misma para ambas tiras (alrededor del 95%), siendo menor la sensibilidad de la tiras 
con recombinante para los quistes inactivos que la de la tira con antígenos nativos. 
Esto se explica por el fenómeno de persistencia de anticuerpos frente a antígenos del 
LH en pacientes curados (en este caso, con quistes inactivos), que quedan en 
circulación mucho después de desaparecer el estímulo antigénico (ej. Zarzosa y cols. 
1999; Bulut y cols., 2001; Doiz y cols., 2002). La especificidad fue mucho mayor para 
las tiras conteniendo el recombinante, debido a las frecuentes reacciones cruzadas 
del LH, que se evitan al utilizar recombinantes (ej. Virginio y cols., 2003; Sbihi y cols., 
2003). 
Al igual que para el ELISA-2B2t, encontramos que todas las variables clínicas 
estudiadas con respecto a las positividad de la técnica influyen en la misma para las 
tiras con 2B2t, excepto la localización quística. Sin embargo, a pesar de estar 
influenciadas por la clínica, las tiras 2B2t se mostraron mucho más sensibles que el 
ELISA con el mismo antígeno. Uno de los factores que podría explicar esta mayor 
reactividad específica es el hecho de que en las tiras estamos detectando todos los 
isotipos de anticuerpos frente al 2B2t que se encuentren en el suero problema, 
mientras que en el ELISA solo detectamos las IgGs. Otros factores indirectamente 
relacionados con la reacción antígeno-anticuerpo podrían también diferenciar estas 
dos técnicas en cuanto a su reactividad comparada. 
Aunque las reacciones cruzadas con pacientes con HA son mayores en la tira 
2B2t que en el ELISA-2B2t, demostramos, en cualquier caso, que las tiras 
desarrolladas en colaboración con Vircell son mucho más eficientes en el diagnóstico 
de la hidatidosis y presentan por tanto ventajas en esta aplicación con respecto a 
cualquiera de los otros tests que hayamos estudiado a lo largo de esta Tesis, 
incluyendo el ELISA-LH, ELISA-B2t, ELISA-2B2t, HAI de Fumouze, tiras 2B2t 
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desarrolladas en Certest y tiras VIRapid®HYDATIDOSIS. Es importante señalar que, 
en cualquier caso, su sensibilidad dependerá de ciertas variables clínicas. 
 
6.3. SEGUIMIENTO DE LA HIDATIDOSIS  
Como ya hemos mencionado, el abordaje del seguimiento de pacientes con 
hidatidosis es también una cuestión aún no resuelta. Las cuatro alternativas de 
manejo clínico (cirugía, drenaje percutáneo, quimioterapia con benzimidazoles y 
watch and wait) requieren la realización de un seguimiento, que permita evaluar su 
éxito o fracaso (Carmena y cols., 2007; Frider y Larrieu. 2010). Ya se han comentado 
los problemas inherentes a la utilización de técnicas de imagen para el seguimiento 
(problemas para detectar alteraciones mínimas en las membranas hidatídicas y la 
degeneración de la capa germinal –relapsos-, y dificultades para la detección de 
nuevos quistes de pequeño tamaño –recidivas- (Rigano y cols., 2002; Rogan y cols., 
2006; Ben Nouir y cols., 2009; Tamarozzi y cols., 2010; Frider y Larrieu, 2010). Estos 
problemas se han intentado resolver utilizando técnicas de detección de antígenos o 
de anticuerpos. Sin embargo, la detección de antígenos es muy poco sensible, y los 
anticuerpos frente a mezclas antigénicas como el LH permanecen largo tiempo tras la 
curación, siendo malos indicadores de la misma. 
En algunos casos, la presencia de isotipos y sub-isotipos determinados frente a 
LH o algunos de sus antígenos purificados parece estar relacionada con la actividad o 
inactividad quística, habiéndose postulado en algunos casos su utilidad como 
marcadores en seguimiento, aunque con limitaciones debido al porcentaje de 
pacientes que presenta determinados isotipos/sub-isotipos específicos (Carmena y 
cols., 2007). La detección de ciertas citocinas parece también en algunos casos 
presentarse como una alternativa para el seguimiento de pacientes (Carmena y cols., 
2007), aunque su utilidad es cuestionada y su aplicación rutinaria también 
(Tamarozzi y cols., 2010; Piccoli y cols., 2012). 
Los avances realizados en la caracterización de alternativas utilizando 
antígenos recombinantes han sido limitados hasta el momento, definiéndose en 
muchas ocasiones estas nuevas alternativas de forma parcial, debido a las 
limitaciones en la batería de sueros y el tipo de información clínica de los pacientes y 
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su clasificación en cada uno de los estudios realizados. Por tanto, si nos referimos a la 
aplicación rutinaria de tests alternativos o complementarios a las técnicas de imagen, 
para la detección inequívoca de curación o de una buena evolución en los pacientes 
con hidatidosis tratados, encontramos que esta aún no se ha alcanzado. 
Ya que el antígeno B, tanto en su forma recombinante (B2t) como en su forma 
nativa, había mostrado buen potencial para ser utilizado en la detección de la 
disminución de los anticuerpos específicos frente al mismo, motivada por la curación 
en pacientes tratados quirúrgicamente (Hernández-González y cols., 2008; Ben Nouir 
y cols., 2008a), decidimos realizar una caracterización más completa de nuestro 
nuevo antígeno recombinante 2B2t en cuanto a su utilidad para el seguimiento de 
pacientes con hidatidosis. 
Ya que cada una de las alternativas de manejo clínico (cirugía, aspiración, 
tratamiento farmacológico y watch and wait) se relaciona con situaciones evolutivas 
diferentes, que un antígeno determinado resulte aplicable en el seguimiento de 
ciertos manejos clínicos, no indica que sea también aplicable a los demás. Por eso, 
decidimos evaluar la utilidad del antígeno 2B2t en el seguimiento de pacientes, en 
comparación con el B2t y el LH, con un número representativo de sueros procedentes 
de pacientes, que hubiesen sido sometidos a cualquiera de las cuatro alternativas de 
manejo clínico que acabamos de mencionar. Todos fueron seguidos por 
ultrasonografía durante todo el período estudiado. 
 
6.3.1. SEGUIMIENTO TRAS CIRUGÍA O UNA TÉCNICA DE ASPIRACIÓN 
En el caso de pacientes sometidos a cirugía o aspiración, se compararon 
aquellos que no presentaron recidivas o relapsos (curados) con aquellos que sí los 
presentaron. Encontramos que los anticuerpos frente a los recombinantes sufrían un 
descenso notable en pacientes curados, más acusado que en el caso del LH, llegando 
un porcentaje de estos pacientes a negativizar durante el seguimiento, mientras que 
los no curados mantuvieron títulos elevados a lo largo del seguimiento. 
La evolución con repecto al LH es similar a la mencionada por nosotros y por 
otros autores (ej., Hernández-González y cols., 2008; Ben Nouir y cols., 2008a), que 
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con un grupo de pacientes curados tras cirugía observan que la disminución en la 
seropositividad con el LH es muy lenta, llegando muy pocos pacientes a negativizar, 
incluso más de tres años después de la curación, con niveles de anticuerpos que se 
mantienen elevados por largos períodos de tiempo de manera similar a los no 
curados (Ben Nouir y cols., 2008a). Nuestros resultados muestran de nuevo que el LH 
tiene una utilidad muy limitada en el seguimiento de pacientes tras una cirugía, y 
además demuestran que presenta las mismas limitaciones para el seguimiento de 
pacientes sometidos a aspiración. No planteamos la posibilidad de detectar sub-
isotipos frente a este antígeno, puesto que aunque algunos de ellos han mostrado 
tendencias más claras a negativizar que otros en pacientes curados, su detección está 
limitada a aquellos pacientes que presentan respuestas de dichos sub-isotipos, por lo 
que esta aproximación sería aplicable solo a un número escaso de pacientes 
(Carmena y cols., 2007). 
En el caso de los dos recombinantes, la tendencia en la disminución de 
anticuerpos específicos en pacientes curados es clara, y muy similar para ambos, 
aunque el número de pacientes negativos frente al antígeno 2B2t al final del 
seguimiento es menor que en el caso del antígeno B2t, probablemente debido a 
valores más elevados en general de IS frente al primero, al inicio del seguimiento. La 
utilidad del antígeno B (nativo y B2t recombinante) para el seguimiento de pacientes 
curados tras cirugía ya se había señalado anteriormente (Hernández-González y cols., 
2008; Ben Nouir y cols., 2008a), así como la persistencia de reactividad frente al 
mismo en su forma nativa en pacientes con recidivas (Ben Nouir y cols., 2008a), en 
períodos de seguimiento muy similares a los estudiados aquí. Con estos resultados, 
demostramos además que los recombinantes B2t y 2B2t son potencialmente útiles 
para el seguimiento de pacientes curados tras aspiración o cirugía, y que los 
anticuerpos específicos frente a los mismos persisten en pacientes con recidivas y 
relapsos. 
También se ha detectado una disminución progresiva del nivel de anticuerpos 
específicos en pacientes curados tras cirugía, frente al antígeno recombinante 
denominado recP29, procedente de protoescólices (Ben Nouir y cols., 2009). Sin 
embargo, su aplicabilidad está claramente limitada, puesto que un alto porcentaje de 
pacientes con hidatidosis (alrededor del 40%) no presentará nunca anticuerpos 
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frente al mismo, debido a la ausencia de protoescólices o a una presencia limitada de 
los mismos en los quistes (Ben Nouir y cols., 2008b, 2009). En el caso de los antígenos 
B2t y 2B2t, la sensibilidad diagnóstica que se ha mostrado aquí para pacientes con 
quistes activos y transicionales, que son los sometidos a estos tratamientos, es mucho 
mayor que la que muestran dichos autores para el recombinante P29, por lo que la 
utilidad de los recombinantes aquí desarrollados para el seguimiento, en este aspecto, 
es también mayor que la del P29. 
Tal y como mencionamos, el antígeno 2B2t también ha sido aplicado en tiras 
inmunocromatográficas durante este trabajo. Las tiras 2B2t-Vircell también se 
evaluaron en cuanto a su utilidad para el seguimiento de la hidatidosis, en 
comparación a las tiras Vircell originales que contenían antígenos nativos. En este 
caso, solo se investigó esta aplicación en pacientes tratados por cirugía o aspiración, 
por limitaciones en las cantidades de suero en el caso de los otros grupos de 
seguimiento. 
Las tiras recombinantes mostraron tendencia a la negativización con todos los 
pacientes curados con los cuales también se encontró una tendencia a la 
negativización en el ELISA-2B2t, a diferencia de las tiras con antígenos nativos, que 
no mostraron tendencia a la negativización con 3 de estos pacientes. Así mismo, la 
tira con 2B2t mostró negativizarse en 9 de 19 pacientes curados, comparado con 12 
de 19 para el mismo antígeno en ELISA y 5 de 19 para las tiras conteniendo los 
antígenos nativos. El grupo de pacientes no curados mantuvo su reactividad en las 
tiras con 2B2t a lo largo de todo el seguimiento. Esto indica que el antígeno 2B2t en 
este test basado en la inmunocromatografía, también podría aplicarse al seguimiento 
de pacientes tratados quirúrgicamente o por aspiración, indicando su curación de 
forma muy similar que el mismo antígeno en ELISA. 
 
6.3.2. SEGUIMIENTO TRAS TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 
En el caso de aquellos pacientes a los que se les aplicó un tratamiento 
exclusivamente farmacológico o que se sometieron a watch and wait, se definió como 
buena evolución aquella en la que se observaba un cambio de estadio quístico, 
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llegando a estados inactivos (CE4 o CE5). Si no se alcanzaba un estado parasitario 
inactivo, se consideró que el paciente no había mostrado evolución. 
En el caso de pacientes sometidos a tratamiento farmacológico, los resultados 
en cuanto a evolución de anticuerpos específicos a lo largo del tiempo post-
tratamiento, son comparables a los obtenidos para pacientes tratados con cirugía o 
con aspiración y curados. Se observa una disminución en el nivel de anticuerpos para 
los pacientes con buena evolución, mucho más marcada en el caso de los anticuerpos 
frente a los dos antígenos recombinantes que frente al LH. A diferencia de los 
pacientes del grupo anterior, éstos presentan una tendencia a la disminución, en el 
caso de buena evolución, muy similar para los dos recombinantes. Además, el 
porcentaje de negativización es muy parecido para los dos recombinantes en todos 
los intervalos de tiempo post-tratamiento en pacientes con buena evolución. Esto 
indica que ambos recombinantes son igualmente útiles para el seguimiento de este 
subgrupo de pacientes. 
Los pacientes sin evolución a estadios inactivos mantuvieron sus niveles de 
anticuerpos frente al LH. Sin embargo, se observó una ligera disminución de este 
nivel frente a los dos recombinantes, acompañada de la negativización de un 10-15% 
de los sueros tras más de tres años desde el último tratamiento. El aumento de los 
porcentajes de sensibilidad para estos recombinantes observados aquí en sueros de 
pacientes sometidos a tratamiento, en comparación con los que no han recibido 
ningún tratamiento, podría explicar la pérdida paulatina de anticuerpos en pacientes 
a los que se administra albendazol durante un período limitado, y en los cuales se 
descontinúa ese tratamiento durante un período prolongado. Así, la administración 
de albendazol, en este caso, provoca daños en la pared quística, que se traducirían en 
la exposición de una mayor cantidad de antígenos del interior del quiste, en este caso 
los antígenos B, resultando en un aumento del nivel de anticuerpos frente a los 
mismos. La descontinuación del tratamiento podría resultar, a tiempos prolongados, 
en la “reparación” de esos daños en la pared quística, lo que disminuiría la salida de 
antígenos, haciendo que el nivel de anticuerpos bajase por falta de estímulo 
antigénico. La observación de que la seropositividad está influida por el tratamiento 
ya se ha hecho, como comentamos antes, por otros autores (ej. Li y cols., 2011). Por 
tanto, la negativización serológica en pacientes que han sido tratados con fármacos 
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no indica por si sola una buena evolución, puesto que puede atribuirse también a la 
descontinuación de dicho tratamiento. 
Los estudios realizados por varios autores acerca de la utilidad de otros 
antígenos recombinantes en el seguimiento de pacientes tratados con benzimidazoles 
son muy limitados. Estos otros autores, además, clasifican los pacientes no en cuanto 
al tiempo transcurrido tras el tratamiento, sino en cuanto al tipo de quiste que 
presentan, sin indicar una evolución real. En algunos otros casos, solo se comentan 
los resultados serológicos en cuanto al tipo de quiste, sin indicar si sueros anteriores 
de esos mismos pacientes en estadios quísticos menos evolucionados resultaron 
positivos o negativos. 
Así, el antígeno recombinante Eg19 descrito por Delunardo y cols. (2010), se 
testó para el seguimiento de pacientes tras tratamiento farmacológico, aunque en un 
número muy limitado (cinco casos y 15 sueros, de los cuales dos presentaron buena 
evolución y tres no evolucionaron), siendo los tiempos post-tratamiento investigados 
muy alejados (0, 4 y >4 años). Según estos autores, los anticuerpos frente al Eg19 se 
mantuvieron en pacientes sin evolución, mientras que negativizaron a tiempos >4 
años tras el comienzo del tratamiento en los que presentaron buena evolución. El 
antígeno, además, se evaluó con respecto a su uso en diagnóstico, presentando una 
sensibilidad extremadamente limitada (10%).  
La proteína recombinante HSP20 fue utilizada para el seguimiento de 20 
pacientes, de los cuales 6 habían sido sometidos a quimioterapia; de ellos, 4 
presentaron buena evolución, en paralelo a una negativización de anticuerpos frente 
a este antígeno en inmunoblot (Vacirca y cols., 2011). Estos autores no especifican el 
tiempo de seguimiento, puesto que solo se recogen dos sueros por pacientes: uno 
antes del tratamiento y otro después, sin detallar el tiempo transcurrido. Además, el 
uso del recombinante en inmunoblot sugiere que éste es insoluble, limitando su 
aplicabilidad. 
Un estudio un poco más completo es el realizado por Li y cols. en 2011. En este 
trabajo utilizan el antígeno recombinante rAgB1 en ELISA para el seguimiento de 
pacientes durante el tratamiento con albendazol. En los pacientes que mostraron 
curación (paso de un estadio CE1-2-3 a CE4-5) se observó un progresivo declinar del 
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nivel de anticuerpos específicos frente a este antígeno. Sin embargo, a pesar de esta 
tendencia a la disminución, ninguno de los pacientes curados llegó a negativizar 
durante el período de seguimiento. 
Vemos, por tanto, que los estudios de otros recombinantes en cuanto a su 
aplicabilidad en el seguimiento de pacientes tratados con benzimidazoles son muy 
escasos y presentan serias limitaciones que impiden extraer conclusiones acerca de la 
utilidad de dichos antígenos en este contexto. 
En nuestro caso, la aplicabilidad del los recombinante B2t y 2B2t en el 
seguimiento de pacientes tratados farmacológicamente se muestra más clara, aunque 
su utilización debería ser en este caso siempre conjunta con una técnica de imagen. 
Esto es porque, aunque la bajada de anticuerpos específicos es clara para pacientes 
con buena evolución, esta bajada también se puede presentar tras la descontinuación 
del tratamiento a tiempos prolongados. A diferencia del seguimiento de estos 
pacientes, la curación de aquellos sometidos a cirugía o aspiración podría ser 
potencialmente predicha por su disminución o negativización de los anticuerpos 
específicos frente a ambos recombinantes. 
Es también importante mencionar que la imagen per se tampoco sería indicativa 
de curación en algunos casos de pacientes tratados farmacológicamente, y más 
concretamente refiriéndonos a aquellos que evolucionan hasta estadios CE4, puesto 
que se ha mencionado por varios autores que existe la posibilidad de que se produzca 
su regresión a quistes transicionales tras la descontinuación del tratamiento (ej., 
Stojkovic y cols., 2009; Zhang y cols., 2011). Esta ha sido una observación también 
realizada aquí, sobre tres pacientes que presentaron una regresión desde qusites tipo 
CE4 a quistes transicionales, cuando el tratamiento finalizó, manteniendo estos 
pacientes la seropositividad frente a los antígenos aquí ensayados durante todo el 
período de seguimiento. En este sentido, la serología positiva frente al antígeno 2B2t 
de forma mantenida, en pacientes tratados farmacológicamente y con imágenes tipo 
CE4, podría ser indicativa de actividad parasitaria. 
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6.3.3. SEGUIMIENTO WATCH AND WAIT 
Debido a las evidencias que muestran que una gran proporción de los quistes 
sigue una evolución natural y espontánea hacia la calcificación, y que ya calcificados 
van a ser estables y se mantendrán así (Rogan y cols., 2006), una proporción de 
pacientes, generalmente que no presentan complicaciones o síntomas, son seguidos 
por watch and wait (Junghanss y cols., 2008). En este caso, la evolución será más lenta 
que en el caso de aplicar un tratamiento, por lo que los períodos de seguimiento 
deben ser prolongados (de al menos 10 años; Rogan y cols., 2006; Junghanss y cols., 
2008). En nuestro estudio, estos tiempos no fueron tan prolongados en general, y 
además, debido a las características de este grupo de pacientes, la mayor parte 
presentaba ya quistes inactivos al inicio del seguimiento. Por estos motivos, estos 
pacientes fueron clasificados según el estadio quístico para evaluar la utilidad de 
nuestros antígenos en su seguimiento, considerando aquellos con quistes inactivos 
como pacientes curados, y los que presentaron quistes activos o transicionales como 
no curados. 
Para el LH se obtuvieron valores altos de IS en quistes activos y transicionales, 
observándose una bajada de la mediana de estos valores para pacientes con quistes 
CE4 y CE5, aunque un porcentaje muy alto de estos pacientes presentaron valores de 
IS positivos contra el LH. En el caso de los antígenos recombinantes, especialmente 
para el 2B2t, los valores de la mediana del IS en cada uno de los tipos quísticos 
parecen corresponderse con la “historia natural” del desarrollo quístico, su 
producción y exposición antigénica, y por tanto su grado de inmunogenicidad. Así, 
quistes con un contenido todavía bajo de antígenos por su poco grado de desarrollo, y 
poco inmunogénicos por la limitada salida hacia el hospedador de los mismos debido 
a la integridad de la pared quística (CE1) dan lugar a IS en general más bajos que para 
quistes CE2 (más inmunogénicos), aumentando estos valores especialmente para 
quistes CE3a, que pueden resultar en una mayor estimulación antigénica que los 
anteriores por daños en la pared quística (especialmente la capa laminar), que dejen 
salir hacia el hospedador una mayor cantidad de antígenos. Posteriormente, la 
pérdida de contenido líquido (que incluye los antígenos B) y el comienzo de la 
degeneración que se observa en quistes CE3b, podría motivar la bajada en la mediana 
de los valores de IS que observamos frente al antígeno 2B2t. Los quistes inactivos 
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(CE4 y CE5) darán lugar a una estimulación antigénica mucho menor, tal y como se 
refleja en las medianas y distribución de los valores de IS anti-2B2t para cada uno de 
estos grupos. Es importante volver a mencionar que, en relación con esto, la 
expresión de la subunidad B2 se ha demostrado que se reduce con la senescencia del 
quiste (Pan y cols., 2011). Es también de mencionar que algunos de los grupos están 
mucho mejor representados que otros por razones obvias (en pacientes watch and 
wait los más numerosos son aquellos con quistes inactivos). 
Las diferencias de estimulación antigénica de los mismos tipos de quistes 
cuando el paciente es sometido a un tratamiento, son notables. Así se comprueba en 
nuestro trabajo, en el que la comparación de ISs en cada tipo quístico entre pacientes 
no tratados y tratados farmacológicamente, muestra claramente que el tratamiento 
resulta en una mayor estimulación antigénica y por tanto en una proporción de 
pacientes positivos frente a 2B2t mayor para todos los tipos quísticos. Esto indica que 
el tratamiento con benzimidazoles resulta en un daño quístico, y potencialmente en 
una liberación de antígenos mayor cuantitativamente, que se refleja en una mayor 
estimulación antigénica y un mayor nivel de anticuerpos específicos. 
Otros autores han utilizados determinados antígenos recombinantes para 
comparar la reactividad serológica frente a ellos en pacientes con quistes en distintos 
grados de desarrollo. Aunque las aplicaciones no se refieren a un seguimiento de 
pacientes watch and wait, estos resultados podrían indicar su utilidad para este tipo 
de seguimiento. Así se obtienen resultados similares con la subunidad recombinante 
B1, ya que pacientes con quistes CE4 y CE5 no presentaban anticuerpos específicos 
frente a este antígeno (Li y cols., 2010). Una tendencia contraria, pero también 
indicativa de inactividad quística, se observó por Margutti y cols. (1999) para el 
antígeno recombinante EgEF-1β/δ. 
En el caso de pacientes en watch and wait, entonces, nuestros antígenos 
recombinantes y otros podrían indicar cura solo en el caso de pacientes con imágenes 
tipo CE5 y serología negativa. En otros casos, y siempre acompañada de una imagen, 
el resultado serológico puede corresponderse o no con la viabilidad quística. Por 
tanto, en este tipo de manejo clínico es donde la serología, acompañada o no de una 
imagen, resulta menos útil para el seguimiento, en comparación con su potencial 
aplicabilidad en pacientes tratados. 
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6.4. DETECCIÓN DE ANTÍGENOS B POR INMUNOCROMATOGRAFÍA 
Decidimos aplicar los recombinantes obtenidos para el desarrollo de una tira 
inmunocromatográfica con potencial aplicación para la detección de antígenos B. A 
priori, este desarrollo se pensó para aquellos pacientes que presentasen antígenos B 
circulantes a un nivel detectable por esta técnica, como un complemento a la 
serología específica, tanto para el diagnóstico como para el seguimiento. Sin embargo, 
la sensibilidad de esta detección fue muy baja, por lo que no resultó en la detección de 
antígenos circulantes en los pacientes aquí testados. Además, se encontró que existía 
reactividad cruzada con antígenos crudos de E. multilocularis. La especificicad de 
estas tiras se circunscribe aparentemente al género Echinococccus, mostrando 
ausencia de reactividad con parásitos del género Taenia.  
Por tanto, estas tiras podrían ser aplicadas potencialmente a la detección de 
antígenos B específicos de Echinococcus, tanto en muestras quísticas de origen animal 
como humano, en casos en los que existan dudas acerca de la identidad de dichos 
quistes. En el caso de animales, el diagnóstico de la hidatidosis se realiza 
rutinariamente post-mortem, por visualización de las lesiones quísticas. Sin embargo, 
la confirmación de que dichas lesiones sean quistes hidatídicos solo se puede hacer 
histológicamente (Gatti y cols., 2007). Nuestras tiras podrían sustituir a los exámenes 
histológicos para esa confirmación. 
En el caso de pacientes, para HA estas tiras podrían utilizarse para el diagnóstico 
confirmatorio en biopsias obtenidas del material parasitario, sin necesidad de 
recurrir a un procedimiento quirúrgico para su confirmación. En pacientes con 
hidatidosis unilocular, el material extraído durante un procedimiento quirúrgico o de 
aspiración podría también servir para confirmar la identidad de dicho material. 
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1. El antígeno recombinante en tándem 2B2t da lugar a un rendimiento de 
producción dos veces superior al del antígeno recombinante B2t. 
2. Las proteínas recombinantes B2t y 2B2t en ELISA son más eficientes para el 
diagnóstico de pacientes con hidatidosis que el líquido hidatídico en ELISA y el 
test comercial de hemaglutinación Hydatidose Fumouze, mejorando el 2B2t 
los resultados con respecto al B2t por su mayor sensibilidad y una 
especificidad comparable. 
3. El resultado de los tests para la detección de anticuerpos específicos en 
pacientes con hidatidosis, se ve influido por las variables clínicas de los 
mismos. Es por tanto imprescindible evaluar la influencia de dichas variables, 
para poder definir el valor diagnóstico de cualquier test serológico. 
4. Existe una correlación directa entre la actividad quística detectada por imagen, 
el número de quistes y la aplicación de tratamiento, y la positividad tanto 
frente al líquido hidatídico como frente a los antígenos recombinantes B2t y 
2B2t. 
5. El comienzo de la disminución de los niveles de anticuerpos frente al líquido 
hidatídico, en pacientes curados o con buena evolución, se produce a tiempos 
muy prolongados tras el comienzo del seguimiento (más de tres años), por lo 
que dicho antígeno no resulta útil para determinar la cura ni la evolución de 
pacientes con hidatidosis. 
6. El nivel de anticuerpos frente a los antígenos recombinantes B2t y 2B2t, 
disminuye rápidamente en pacientes curados tras tratamiento quirúrgico o 
por aspiración, resultando positivos durante todo el seguimiento aquellos 
pacientes no curados, por lo que la seronegativización en estos pacientes 
indica curación. 
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7. La efectividad del tratamiento farmacológico en pacientes con hidatidosis, 
correlaciona con una disminución más acentuada y rápida del nivel de 
anticuerpos frente a los antígenos recombinantes B2t y 2B2t, que la observada 
cuando el tratamiento no es efectivo. Sin embargo, la existencia de pacientes 
seronegativos con quistes transicionales y de pacientes seropositivos con 
quistes inactivos (CE4) que revierten a quistes transicionales, demuestran que 
ni la serología ni la imagen por separado son indicadores de buena evolución. 
8. En el caso de pacientes en watch and wait, un resultado negativo frente a los 
antígenos recombinantes B2t o 2B2t indica curación, solo en el caso de ir 
acompañado por una imagen tipo CE5.  
9. El uso del antígeno recombinante 2B2t en inmunocromatografía, utilizando el 
formato desarrollado en colaboración con la empresa Vircell S.L., resulta en un 
producto comercial para el diagnóstico de la hidatidosis humana económico y 
de uso sencillo, con mayor eficiencia diagnóstica que cualquiera de los otros 
tests ensayados durante esta Tesis, y con potencial para ser utilizado en el 
seguimiento de pacientes. 
10. La inmunocromatografía para la detección del antígeno B basada en el uso de 
anticuerpos policlonales frente al antígeno B2t, permite la detección de 
antígenos B específicos del género Echinococcus, por lo que es aplicable al 
diagnóstico diferencial de lesiones quísticas de otra naturaleza.
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